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Alzheimerjeva bolezen je progresivna nevrodegenerativna motnja, ki jo spremlja izguba 
spomina, vedenjske spremembe in upad kognitivnih funkcij. Z več patofiziološkimi mehanizmi 
pogojen nastanek bolezni nakazuje na smiselnost načrtovanja ligandov s hkratnim delovanjem 
na več terapevtskih prijemališč. Med aktualnimi in terapevtsko zanimivimi tarčami so encimi 
monoamin oksidaze (MAO) in holin esteraze (ChE). 
Na podlagi že znanih zaviralcev teh encimov smo načrtovali in sintetizirali nove zaviralce z 
dvojnim delovanjem (na MAO in ChE)  ter ovrednotili vpliv strukturnih modifikacij na njihovo 
delovanje. Sintetizirali smo enajst derivatov 4-fenetil-1-(prop-2-in-1-il)piperidina, ki smo jim 
določili zaviralno delovanje na humani acetilholin in butirilholin esterazi (hAChE in hBChE) 
ter humani monoamin oksidazi A in B (hMAO-A in hMAO-B). Pri sintezi smo izhajali iz 
piperidin-4-karboksilne kisline, ki smo jo zaščitili v obliki terc-butil karbamata ter jo preko 
Weinrebovega amida reducirali do aldehida. Temu je sledila Wittigova reakcija do alkena, 
redukcija dvojne vezi, odščita karbamata in N-alkiliranje s propargil bromidom do ustreznih 
derivatov 4-fenetil-1-(prop-2-in-1-il)piperidina. Metoksi derivate smo nadalje z BBr3 odščitili 
do fenolov, ki smo jih z reakcijo s fenil izocianatom ali N-etil-N-metilkarbamoil kloridom 
pretvorili v končne karbamate.  
Vsi sintetizirani derivati so delovali zaviralno na hMAO-B, pri čemer so močnejše delovanje 
imele spojine z 1,4-disubstitucijo in večjimi hidrofobnimi substituenti. Skupna vsem spojinam 
je bila propargilaminska skupina, ki najverjetneje tvori kovalentno vez s kofaktorjem encima. 
Za zaviranje BChE je bila nujna prisotnost karbamatne skupine. Sintetizirali smo tri zaviralce 
z dvojnim delovanjem (27, 28 in 29), izmed katerih je spojina 29 (IC50 (hBChE) = 4,30 µM, 
IC50 (hMAO-B)= 8,45 µM) najbolj obetavna za nadaljnjo optimizacijo. Spojina 29 je namreč 
strukturni analog potrjenih kovalentnih zaviralcev MAO-B, njeno časovno odvisno zaviranje 
BChE pa nakazuje na kovalenten mehanizem delovanja. 






Alzheimer’s disease is a progressive neurodegenerative brain disorder characterized by 
memory deterioration, behavioural changes, and impaired cognitive functions. The 
multifactorial pathogenesis confirms the importance of developing multitarget-directed ligands 
capable of modulating multiple therapeutic pathways. Currently, interesting therapeutic targets 
include the enzymes monoamine oxidases (MAO) and choline esterases (ChE).  
Based on the known inhibitors of these enzymes, we designed and synthesized new dual 
inhibitors of MAO and ChE and evaluated their structure-activity relationship. We synthesized 
eleven derivatives of 4-phenethyl-1-(prop-2-in-1-il)piperidine and determined their inhibitory 
potencies against human acetylcholine and butyrylcholine esterase (hAChE and hBChE) and 
human monoamine oxidases A and B (hMAO-A and hMAO-B). The starting reagent was 
piperidine-4-carboxylic acid, which was protected with tert-butyl carbamate group and reduced 
into aldehyde via Weinreb’s amide. The aldehyde was then subjected to Wittig reaction to form 
an alkene. Following the double bond reduction, removal of the protecting carbamate group 
and N-alkylation with propargyl bromide, we obtained corresponding derivatives of 
4-phenethyl-1-(prop-2-in-1-il)piperidine. The derivatives with methoxy substituent were 
additionally demethylated with BBr3 to form phenols, which were then reacted with phenyl 
isocyanate or N-ethyl-N-methylcarbamoyl chloride to form final carbamates.  
All of the synthesized compounds inhibited hMAO-B and 1,4-disubstituted derivatives with 
larger hydrophobic substituents exhibited superior inhibitory properties. Propargylamine 
moiety was present in all compounds and most likely formed a covalent bond with the enzyme’s 
cofactor. For the hBChE inhibition, the presence of carbamate moiety was found as essential. 
We synthesized three dual inhibitors (27, 28 in 29) and among them, the most promising 
compound for further optimization is 29 (IC50 (hBChE) = 4.30 µM, 
IC50 (hMAO-B) = 8.45 µM). The compound 29 is a structural analogue of confirmed covalent 
inhibitors of MAO-B and its time-dependant inhibition of BChE implies a covalent mechanism 
of inhibition.  






AB  Alzheimerjeva bolezen 
ACh   acetilholin 
AChE  acetilholin esteraza  
APP  amiloidni prekurzorski protein  
Aβ  amiloid β 
BChE  butirilholin esteraza  
Boc   terc-butil karbamat 
Boc2O  di-terc-butil dikarbonat 
CDCl3  devterirani kloroform 
ChE  holin esteraze 
DKM  diklorometan 
DMAP 4-dimetilaminopiridin 
DMSO dimetil sulfoksid 
DTNB  5,5'‑ditiobis-2-nitrobenzojska kislina 
EDC  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
Et3N  trietilamin 
EtOAc  etil acetat 
EtOH  etanol 
ESI  metoda ionizacije z razprševanjem raztopin v električnem polju (angl.  
electronspray ionization) 
FAD  flavin adenin dinukleotid  
PhNCO fenil izocianat 
HOBt  hidroksibenzotriazol 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance liquid 
chromatography) 
HRMS  masni spekter visoke ločljivosti (angl. high resolution mass spectrometry) 
HRP  hrenova peroksidaza (ang. horseradish peroxidase) 
KHMDS kalijev bis(trimetilsilil) amid 
MAO  monoamin oksidaze  
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MAO-A monoamin oksidaza A 
MAO-B monoamin oksidaza B  
MeOH  metanol 
MTDL  ligandi, usmerjeni proti več tarčam (angl. multi-target directed ligands) 
NaHMDS natrijev bis(trimetilsilil) amid 
NMR  jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
Ph3P  trifenilfosfin 
ppm  angl. parts per million 
RA  rezidualna aktivnost 
Rf  retencijski faktor 
SEM  standardna napaka povprečja (angl. standard error of mean) 
SD  standardna deviacija 
THF  tetrahidrofuran 
tR  retencijski čas 




1.1.1 Alzheimerjeva bolezen 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je progresivna nevrodegenerativna bolezen, ki predstavlja 
najpogostejši vzrok demence in z vztrajno naraščajočo prevalenco vedno večji 
javno-zdravstveni problem. Mehanizmi nastanka AB so kompleksni in še vedno ne povsem 
pojasnjeni. Značilne spremembe v možganskem tkivu pacientov z AB so zunajcelične senilne 
lehe, sestavljene iz agregiranega amiloida β (Aβ), znotrajcelične nevrofibrilarne pentlje iz 
čezmerno fosforiliranega proteina tau in generalizirana atrofija možganskega tkiva (1, 2). 
Trenutno obstaja več različnih hipotez razvoja in napredovanja AB. V zadnjih letih so se z 
večjim poudarkom na raziskavah AB pri starejših posameznikih oblikovale nove hipoteze, ki 
proučujejo vlogo čezmerne fosforilacije proteina tau, oksidativnega stresa, kroničnega vnetja, 
nizkih nivojev acetilholina (ACh), mitohondrijske disfunkcije in drugih sprememb v proteostazi 
beljakovin (1, 3, 4). Na podlagi novih spoznanj se bolezen danes razvršča v različne fenotipe s 
specifičnimi mehanizmi nastanka, prognozo in možnostmi zdravljenja (5). 
1.1.2 Senilne lehe in nevrofibrilarne pentlje 
Na področju etiologije AB je najbolj raziskana in uveljavljena hipoteza amiloidne kaskade, ki 
se je začela razvijati s prvimi opisi patoloških amiloidnih plakov na obduciranem možganskem 
tkivu bolnikov z AB. Osnova je amiloidni protein (APP), ki je integralni membranski protein z 
dvema možnima načinoma encimske razgradnje. V fizioloških pogojih prevladuje tako 
imenovana neamiloidogena pot razgradnje. APP najprej razcepi α-sekretaza, pri čemer nastane 
topni APPα z nevrotrofičnim in nevroprotektivnim delovanjem ter v membrano integriran 
C-terminalni fragment α. Tega nato razcepi γ-sekretaza na topni zunajcelični peptid α in 
znotrajcelično domeno (2, 6). V amiloidogeni poti APP razcepi β-sekretaza, pri čemer se odcepi 
topni APPβ peptid. V membrani ostane C-terminalni fragment β, ki ga γ-sekretaza razcepi na 
enem izmed več možnih mest cepitve do Aβ peptidov. Tako nastanejo zunajcelični Aβ peptidi, 
sestavljeni iz 37–44 aminokislinskih ostankov, in znotrajcelična domena (6). Nizke 
koncentracije Aβ peptidov so fiziološko prisotne v centralnem živčnem sistemu posameznikov 
brez demence in sklepa se, da so Aβ peptidi del negativne povratne zanke uravnavanja 
sinaptične plastičnosti in apoptoze nevronov. Poleg tega imajo Aβ monomeri nevroprotektivno 
vlogo preko aktivacije specifičnih protein kinaznih poti v inzulinski signalni poti. Najpogosteje 
nastane Aβ-40 monomer, medtem ko je Aβ-42 monomer najbolj dovzeten za toksične 
konformacijske spremembe, ki vodijo v tvorjenje plakov in apoptozo nevronov. Nastali 
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monomeri se večinoma izločajo v zunajcelični prostor, v manjših količinah pa lahko agregirajo 
znotraj nevrona. Problematično postane prekomerno nabiranje topnih amiloidnih peptidov v 
znotrajceličnem in zunajceličnem prostoru, kar vodi v nastanek toksičnih Aβ produktov, kot so 
napačno zloženi Aβ peptidi, Aβ dimeri in Aβ oligomeri. Ti s časom agregirajo v bolj netopne, 
a manj toksične fibrile, ki tvorijo zunajcelične senilne lehe, sestavljene iz Aβ v konformaciji 
nagubanega lista (2, 7). Znotrajcelično nabiranje Aβ povzroči povečano nastajanje reaktivnih 
kisikovih spojin in spodbuja apoptozo (2).  
Nastali netopni agregati povzročajo sinaptično disfunkcijo ter apoptozo nevronov, vendar 
njihovo kopičenje ne korelira s stopnjo atrofije možganskega tkiva in izgubo kognitivnih 
sposobnosti (8). Dvom o pravilnosti hipoteze amiloidne kaskade vzbujajo tudi ugotovitve, da 
prvi znaki prekomernega kopičenja Aβ ne sovpadajo s kliničnim začetkom AB in da s 
trenutnimi terapevtskimi poskusi zmanjševanja količine amiloidnih plakov ne moremo 
upočasniti atrofije možganskega tkiva in kliničnega napredovanja bolezni (6). Prav tako so 
prisotnost patoloških amiloidnih plakov odkrili pri pacientih z blago kognitivno motnjo (angl. 
mild cognitive impairment) in pri posameznikih brez upada kognitivne funkcije. Senilni plaki 
se običajno pojavijo pred nastopom kliničnih simptomov AB, njihova količina se stabilizira v 
zgodnjih stopnjah bolezni, torej niso dobri napovedni dejavniki stopnje in prognoze (2). 
Danes se predvideva, da so topni Aβ oligomeri glavni povzročitelji nevrodegeneracije, saj se 
njihova koncentracija bolje ujema z resnostjo simptomov AB kot količina zaznanih senilnih 
leh (8). Ti t. i. topni difuzibilni nefibrilarni oligomeri (angl. amiloid beta derived diffusible 
ligands) reagirajo z velikim številom tarč in imajo vpliv na številne celične procese (motnje 
homeostaze Ca2+, poškodbe mitohondrijev, oksidativni stres, sprememba transporta v aksonih, 
aktivacija celic glije) (6). Posledično jih povezujemo s sinaptično disfunkcijo in zaviranje 
dolgoročne potenciacije v hipokampusu z negativnimi posledicami na učenju in spominu (2). 
Kopičenje Aβ najverjetneje preko aktivacije številnih protein kinaz neposredno vpliva na 
fosforilacijo proteina tau, ta pa se znotraj celice oblikuje v nevrofibrilarne pentlje (6, 9, 10). 
Protein tau ob tem ni več pravilno vezan na mikrotubule, kar vodi v zaviranje fiziološkega 
citoskeletnega transporta in povzroča njegove poškodbe. Tako najverjetneje tvorba Aβ in 
čezmerna fosforilacija proteina tau v nastanku in poteku AB potekata sočasno ter s svojim 
toksičnim delovanjem sinergistično prispevata k apoptozi nevronov in sinaptični 
disfunkciji (11). Post mortem študije na pacientih z AB so pokazale močno povezavo med 
količino nevrofibrilarnih pentelj, degeneracijo nevronov in stopnjo kognitivnega upada (2).  
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1.2 Zaviralci holin esteraz  
Holin esteraze (ChE) so skupina encimov, ki katalizirajo hidrolizo ACh do acetata in holina ter 
tako prekinejo prenos signala v holinergični sinapsi. Njihov mehanizem delovanja zajema 
nukleofilni napad hidroksilne skupine serinskega aminokislinskega ostanka na karbonilno 
skupino ACh, pri čemer se tvori tetraedrični intermediat. Nastali intermediat je nestabilen in ob 
katalitičnem delovanju imidazolne skupine histidinskega aminokislinskega ostanka pride do 
cepitve estrske vezi. Ob tem se sprosti holin, hidroksilna skupina serina pa ostane acilirana. 
Aciliran encim je neaktiven, a ta vez hitro hidrolizira in sprosti se acetat. S tem se encim 
ponovno regenerira v aktivno obliko (Slika 1) (12). 
 
Slika 1: Hidroliza acetilholina s holin esterazo (ChE). Povzeto po (12). 
V človeškem telesu sta prisotni acetilholin esteraza (AChE) in butirilholin esteraza (BChE), ki 
se med seboj razlikujeta v afiniteti do substratov, katalitični aktivnosti in tkivni 
porazdelitvi (13). Strukturno sta si encima zelo podobna, saj so pri obeh prisotni globok žep, 
katalitično aktivno mesto in periferno anionsko mesto. Prav tako je homolognih skoraj 65 % 
aminokislinskih sekvenc (14). AChE je eliptične oblike in vsebuje približno 20 Å globok in v 
najožjem delu 5 Å širok žep (3, 13). Volumen žepa BChE je za približno 200 Å3 večji, saj je 
sestavljen iz manjšega števila aromatskih aminokislinskih ostankov. Posledično je BChE manj 
stereoselektiven (13, 14).  
Na obrobju žepa obeh encimov se nahaja anionsko vezavno mesto, sestavljeno iz aromatskih 
aminokislinskih ostankov, ki s pozitivno nabito kvarterno aminsko skupino holinskega analoga 
tvorijo kation-π interakcije. Tako alosterično vpliva na delovanja encima, saj sodeluje pri vezavi 
in usmerjanju ligandov do katalitično aktivnega mesta na dnu žepa, kjer poteka hidroliza. 
Katalitično triado humane AChE sestavljajo Ser203, His447 in Glu324; humane BChE pa 
Ser198, His438 in Glu325 (13, 15, 16). Na Sliki 2 je prikazano aktivno mesto obeh encimov, 
pri čemer (A) prikazuje AChE z ACh kot substratom in (B) BChE z butirilholinom. 
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Predstavljeni so tudi pomembni aminokislinski ostanki, pri čemer je katalitična triada označena 
z modro barvo, z vijolično barvo pa je označeno katalitično vezavno mesto (16). 
 
Slika 2: Aktivno mesto (A) humane acetilholin esteraze (AChE) z acetilholinom in (B) humane butirilholin esteraze (BChE) z 
butirilholinom. S sivo je predstavljeno aktivno mesto obeh encimov, z vijolično pa je označeno katalitično vezavno mesto. 
Označeni so najpomembnejši aminokislinski ostanki. Katalitična triada je prikazana z modro barvo, z vijolično barvo 
aminokislinski ostanki, ki obdajajo katalitično vezavno mesto, in z rumeno vezavno mesto za holin. Z zeleno so prikazani 
aminokislinski ostanki, ki obdajajo vhod v žep encima. Povzeto po (16). 
AChE se nahaja predvsem v živčnem sistemu in eritrocitih, medtem ko je BChE v visokih 
koncentracijah prisoten tudi v krvni plazmi. Fiziološka vloga BChE še ni povsem pojasnjena. 
Predvidevajo, da je vpleten v razvoj živčnega sistema, njegova ekspresija pa se spreminja tekom 
različnih razvojnih stopenj. Verjetno ima pomožno vlogo v modulaciji sinaptičnega prenosa in 
dopolnjuje delovanje AChE, saj neodvisno od njegovega delovanja hidrolizira ACh. Pri AB 
opazimo zmanjšano aktivnost AChE v številnih možganskih regijah, pri čemer pa aktivnost 
BChE ni spremenjena ali je celo povišana (13, 17). V napredovanih stopnjah AB se namreč 
spremeni razmerje med encimoma v prid BChE, saj le-ta do neke mere kompenzira zmanjšano 
aktivnost AChE. Za najboljši terapevtski učinek je torej pomembno, da razvijemo zaviralce, ki 
omogočajo sočasno zaviranje obeh encimov. Tak pristop učinkoviteje poveča sinaptično 
koncentracijo ACh in okrepi holinergični prenos (14, 18, 19). 
Raziskave sočasnega zaviranja perifernega anionskega in katalitičnega mesta AChE so poleg 
povečane količine razpoložljivega ACh v sinapsi pokazale tudi zmanjšano agregacijo Aβ (3). 
Agregacija se namreč sproži ob interakciji Aβ s perifernim anionskim mestom. Ligandi, vezani 
na periferno anionsko mesto, torej ovirajo dostop do aktivnega mesta in preprečujejo interakcijo 
Aβ z encimom. S tem bi lahko signifikantno zmanjšali agregacijo Aβ ob stiku z AChE in 
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upočasnili napredovanje AB (13). Ta učinek so dokazali pri donepezilu, ki zmanjša z AChE 
inducirano agregacijo Aβ za približno 22 % (3).  
Takrin je bil prvi registriran zaviralec ChE odobren za zdravljenje AB, vendar so ga iz tržišča 
umaknili zaradi hepato- in nefrotoksičnosti. Za simptomatsko zdravljenje AB so trenutno 
registrirane učinkovine donepezil, galantamin in rivastigmin (13). Zaviralci ChE so ena redkih 
skupin zdravil za zdravljenje AB, pri katerih so velike s placebom nadzorovane raziskave 
potrdile statistično izboljšanje kognitivnih funkcij in izboljšanje izvajanja vsakodnevnih 
aktivnosti. V prizadetih kortikalnih področjih povečajo holinergični prenos, hkrati pa izboljšajo 
tudi njihovo prekrvavitev in učinkovitost presnove glukoze (20). Vse trenutno registrirane 
učinkovine omogočajo le simptomatsko zdravljenje, s katerim se začasno zaustavi kognitivni 
upad pri približno 50 % bolnikov v zgodnjih stopnjah AB, medtem ko v napredovani stopnji 
AB praktično nimajo učinka. Poleg tega jih pacienti pogosto slabo prenašajo (13). 
Donepezil je močno selektiven nekompetitiven reverzibilen zaviralec AChE iz skupine 
N-benzilpiperidinov. Njegova uporaba signifikantno izboljša simptome AB (7). Na AChE se 
veže s številnimi vezmi, saj sočasno tvori interakcije s perifernim anionskim mestom in 
aromatskimi aminokislinskimi ostanki v žepu encima (13). Galantamin je terciarni alkaloid, ki 
kompetitivno reverzibilno zavira AChE, hkrati pa modulira nikotinske receptorje. Ima nizko 
hepatotoksičnost, vendar moramo biti previdni pri njegovi uporabi, saj vstopa v interakcije z 
drugimi spojinami, ki se presnavljajo preko citokromov P450 (7). Rivastigmin deluje kot 
selektiven psevdoireverzibilen zaviralec AChE in BChE, ki ga številni bolniki z AB dobro 
prenašajo (7). Z raziskavo kristalnih struktur rivastigmina z encimom so ugotovili, da nastane 
kovalentna vez med karbonilnim ogljikom karbamatne skupine in serinom katalitične triade. 
Nastala vez je bolj odporna na hidrolizo kot karbonilni ester, a ker s časom pride do hidrolize, 
uvrščamo rivastigmin med psevdoireverzibilne zaviralce (13, 21). 
 
Slika 3: Zaviralci ChE, registrirani za zdravljenje AB (donepezil, galantamin, rivastigmin). 
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Večina študij med strukturo in delovanjem spojin predpostavlja, da dva aromatska obroča, 
ločena z distančnikom na optimalni dolžini, predstavljata dobro izhodišče za načrtovanje ChE 
zaviralcev. S spreminjanjem dušik vsebujoče stranske verige lahko dosežemo boljšo 
selektivnost in izboljšamo učinkovitost (13). 
1.3 Zaviralci monoamin oksidaz 
Monoamin oksidaze (MAO) so skupina encimov, ki katalizirajo oksidativno deaminacijo 
eksogenih in endogenih substratov. Pri reakciji iz primarnih in nekaterih sekundarnih aminov 
najprej nastane iminski intermediat, ob čemer se vodikovi atomi najverjetneje prenesejo na 
kovalentno vezan kofaktor flavin adenin dinukleotid (FAD). Reduciran FAD se nato oksidira s 
kisikom, pri tem se sprosti H2O2. Iminski intermediat spontano hidrolizira do amonijaka in 
ustreznega aldehida (reakcija s primarnim aminom) ali substituiranega amina (reakcija s 
sekundarnim aminom) (Slika 4) (14, 22, 23). 
 
Slika 4: MAO katalizira oksidacijo aminov do iminov. Povzeto po (14). 
V človeškem telesu sta prisotna dva izoencima, monoamin oksidaza A (MAO-A) in monoamin 
oksidaza B (MAO-B). Oba sta sestavljena iz domene za vezavo kofaktorja FAD, domene za 
vezavo substrata in domene za vezavo na membrano. Pri obeh je FAD kovalentno vezan na 
encim s tioetrsko vezjo med 8α-metilenom na izoaloksazinskem obroču FAD in cisteinskim 
aminokislinskim ostankom encima (24). MAO-B kristalizira v dimerni obliki, za MAO-A pa 
predvidevajo, da zaradi interakcij dolgega dosega znotraj encima kristalizira kot monomer. V 
73 % je njuno aminokislinsko zaporedje homologno, razlikujeta pa se v obliki in velikosti 
hidrofobnega aktivnega mesta. Posledično se razlikujeta v substratni specifičnosti in zaviralni 
selektivnosti (23). 
Aktivno mesto MAO-A je veliko približno 550 Å3, enodelno in sferično, vhod do aktivnega 
mesta omejujeta Ile335 in Phe208. MAO-B ima dvodelno, podolgovato aktivno mesto, 
sestavljeno iz približno 290 Å3 velikega vhodnega prostora in 400 Å3 velikega vezavnega mesta 
za substrat (23, 25). Aktivno mesto MAO-B na dva dela delita Ile199 in Tyr326, pri čemer je 
položaj Ile199 odvisen od vezanega substrata in pomembno vpliva na specifičnost encima. Ob 
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vezavi manjših zaviralcev se obrne v zaprto konformacijo, s čimer dobimo dvodelno 
oblikovano aktivno mesto. Ob vezavi večjih zaviralcev je v odprti konformaciji in tako dobimo 
en, približno 700 Å3 velik žep (24, 25). Ugotovili so, da točkovna mutacija Ile199Ala MAO-B 
ne vpliva na geometrijo aktivnega mesta in tvori odprto konformacijo žepa. Dvotočkovna 
mutacija Ile199Ala-Tyr326Ala MAO-B povzroči spremembo pri 100–103 aminokislinskih 
ostankih zanke, ki obdajajo vhod v aktivno mesto. Način vezave zaviralcev pri tej mutaciji bolj 
spominja na MAO-A kot na nativni MAO-B. S tem so potrdili pomen dvodelne oblike žepa 
MAO-B, ki prispeva k prepoznavanju substratov. Prav tako je v aminokislinskem zaporedju 
zanke, ki obdaja vhod v aktivno mesto MAO-B, prisoten Pro102 namesto Gly110, ki je prisoten 
pri MAO-A. Ta razlika prinaša večjo rigidnost aktivnega mesta MAO-B kot MAO-A (23). 
Aktivni mesti obeh encimov se razlikujeta tudi v stopnji zavitosti. Iz Slike 5, kjer (A) prikazuje 
MAO-A in (B) MAO-B, je razvidno, da je aktivno mesto MAO-B ukrivljeno pod večjim kotom 
(90 °) kot MAO-A (60 °) (25). Večji vhod in lažji dostop do aktivnega mesta MAO-A torej 
omogoča vezavo večjih ligandov, medtem ko lahko MAO-B veže le manjše ligande (23, 25). 
 
Slika 5: Aktivno mesto (A) humane monoamin oksidaze A (MAO-A) v rdeči barvi in (B) humane monoamin oksidaze B 
(MAO-B) v vijolični. Z zeleno je prikazan kofaktor FAD. Povzeto po (25). 
Domena za vezavo substrata je pri obeh izoformah sestavljena iz hidrofobnih alifatskih in 
aromatskih aminokislinskih ostankov, oblikovanih v konformacijo β-strukture in številne 
α-helikse. Stabilnost vezave z encimom MAO zagotavljajo hidrofobne interakcije med 
substratom in aminokislinskimi ostanki encima. Pri prepoznavanju in vezavi aminske skupine 
substrata je odločilno hidrofilno področje, ki ga tvorijo aminokislinski ostanki Tyr435, Tyr398 
in aromatsko področje vezave flavina. Položaj aminske skupine substrata v tem področju je 
nujen za katalizo kovalentnega zaviranja encima. Ligandi, ki se ne vežejo kovalentno, zavirajo 
encim preko hidrofobnih interakcij in nastalih vodikovih vezi (23). 
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MAO je prisoten na zunanji mitohondrijski membrani živčnih celic, celic glije in številnih 
drugih celic (14). MAO-A se večinoma nahaja na kateholaminergičnih nevronih in presnavlja 
predvsem večje endogene amine (adrenalin, noradrenalin in serotonin). Presnavljanje manjših 
nehidroksiliranih aminov (benzilamin, β-feniletilamin) poteka z MAO-B, ki prisoten zlasti na 
serotoninergičnih nevronih in celicah glije. Dopamin ima podobno afiniteto do obeh 
encimov (23). S presnovo številnih signalnih molekul ima MAO pomembno vlogo v 
kognitivnih procesih. Povečanje njegove aktivnosti v možganskih centrih, povezanih z 
regulacijo spomina in učenja, prispeva k spektru simptomov in patologij AB. Spremembe v 
presnovi monoaminskih prenašalcev so povezane z motnjami pozornosti, spomina, orientacije, 
paranoičnim razmišljanjem in vplivajo na obnašanje ter čustva. Pri posameznikih z AB so 
opazili povečano aktivnost MAO-A predvsem v kortikalnih predelih možganov (14, 23). S 
pomočjo imunskih metod barvanja so dokazali povečano aktivnost MAO-B v kortikalnih 
celicah glije in hipokampusu (23, 26). V najbolj prizadetih možganskih področjih so povečano 
ekspresijo MAO-B odkrili že nekaj let pred nastopom kliničnih simptomov AB. Aktivnost 
MAO-B se zaradi višanja koncentracije encima poveča s staranjem, a to povečanje je statistično 
značilno višje v trombocitih, korteksu in hipokampusu bolnikov z AB. Torej je možno, da bi 
lahko povišan nivo MAO-B služil kot zgodnji marker AB (13, 14, 23, 26). Večja aktivnost 
encimov MAO povzroči višjo koncentracijo toksičnih presnovnih produktov (amonijak, 
vodikov peroksid, aldehid), ki večajo stopnjo oksidativnega stresa in posledično poškodujejo 
celice (23, 26). Prekomerno delovanje MAO v centralnem živčnem sistemu pomembno 
prispeva k nizkim stopnjam kroničnega vnetnega odziva in s tem sodeluje v procesu 
kognitivnega upada. Depresija, za katero je prav tako značilna motnja v presnovi monoaminskih 
prenašalcev, naj bi povečala kognitivno prizadetost in je potencialni dejavnik tveganja za razvoj 
AB s poznim začetkom (14). 
Zaviralci monoamin oksidaz povečajo koncentracijo monoaminskih signalnih molekul in 
zmanjšajo nastanek toksičnih presnovnih produktov, ki bi drugače povečevali stopnjo 
oksidativnega stresa in vnetnih markerjev. Njihovi nevroprotektivni učinki so uporabni pri 
zdravljenju AB. Najpomembnejši mehanizmi delovanja so upočasnjevanje kognitivnega upada 
preko ponovne vzpostavitve ravnotežja monoaminskih signalnih molekul, izboljšanja 
zmožnosti keliranja železa in zmanjšanja oksidativnega stresa. Posredno vplivajo na presnovo 
APP in zmanjšajo nalaganje Aβ ter ščitijo pred čezmerno fosforilacijo proteina tau (14, 23). 
Razagilin in selegilin in sta selektivna ireverzibilna zaviralca MAO-B, ki se uporabljata v 
terapiji Parkinsonove bolezni. Razagilin ima boljše zaščitne učinke, saj pri njegovi presnovi ne 
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nastanejo toksični presnovki. Pri selegilinu se namreč tvorita nevrotoksična amfetamin in 
metamfetamin, medtem ko je glavni presnovek razagilina aminoindan, ki ob dolgotrajni uporabi 
deluje zaščitno na živčni sistem (14). Pri študijah selegilina na mišjih modelih so z zaviranjem 
MAO-B zmanjšali tvorbo γ-aminobutirne kisline iz reaktivnih astrocitov in ob tem opazili 
obnovo spominske funkcije s povečano sinaptično plastičnostjo. Vendar uporaba selegilina pri 
bolnikih z AB le kratkotrajno izboljša kognitivni upad in tudi druga faza kliničnih študij 
razagilina ne kaže statistično značilnega izboljšanja kognitivnih sposobnosti (14, 23, 27). 
 
Slika 6: Zaviralca MAO (razagilin, selegilin). 
Tako razagilin kot selegilin vsebujeta propargilaminsko skupino, ki tvori kovalentno vez z 
N5 atomom izoaloksazonskega obroča FAD in s tem ireverzibilno zavira delovanje encima. 
Študije odnosov med strukturo in delovanjem so pokazale, da s podaljšanjem razdalje med 
derivatom aminske skupine in aromatskim obročem ali z uvedbo večjega substituta na 
aromatskem obroču na selektivnem ireverzibilnem zaviralcu MAO-B dobimo selektivni 
ireverzibilni zaviralec MAO-A (14). 
1.4 Ligandi, usmerjeni proti več tarčam  
Z več mehanizmi pogojen patofiziološki proces AB nakazuje na pomen razvoja ligandov s 
hkratnim delovanjem na več bioloških tarč (angl. multi-target directed ligands; MTDL). Cilj je 
razviti spojine, ki bi s sočasnim delovanjem na različnih prijemališčih dosegle najboljši 
terapevtski učinek. Te spojine so načrtovane s hibridizacijo različnih farmakofornih podenot že 
znanih biološko aktivnih molekul. Takšen farmakološki pristop omogoča administracijo ene 
učinkovine s potencialnim sočasnim delovanjem na različne tarče v telesu. S tem se lahko 
poenostavi terapevtska shema, s čimer izboljšamo komplianco (13).  
Za zdravljenje AB so najpogosteje uporabljeni zaviralci ChE, ki blažijo simptome kognitivnega 
upada in so zato del razvojnih strategij večine MTDL. Uporabljeni so v kombinaciji z drugimi 
učinkovinami z vplivom na patogenezo AB, kar izboljša njihovo učinkovitost in nudi boljše 
klinične rezultate. Pogosto ima načrtovan MTDL poleg zaviralnega delovanja na ChE hkrati še 
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MAO zaviralne lastnosti, saj s tem dosežemo dodaten nevroprotektivni učinek (18, 26). Primer 
takšne učinkovine je ladostigil. Deluje kot reverzibilni zaviralec AChE in BChE, hkrati pa 
ireverzibilno zavira MAO-B. Je derivat aminoindana, vsebuje karbamatno skupino ChE 
zaviralca rivastigmina in propargilaminsko skupino, ki je vir nevroprotektivnega delovanja 
MAO-B zaviralca razagilina. Na Sliki 7 so prikazane strukturne formule omenjenih učinkovin, 
označene so tudi pomembne funkcionalne skupine (28). 
 
Slika 7: Razvojna strategija ladostigila. Povzeto po (28). 
V organizmu nastanejo derivati, ki imajo v primerjavi z ladostigilom močnejše zaviralno 
delovanje na MAO-B. Najverjetneje povišajo nivo striatnega dopamina, noradrenalina in 
serotonina, kar ima antidepresivni in antiparkinsonski učinek. Za učinkovito delovanje je 
potrebno kronično zdravljenje, kar naj bi bila med drugim posledica nastanka aktivnega 
presnovka 6-hidroksiaminoindana, ki deluje nevroprotektivno. Dokazali so tudi antioksidativni 
učinek, dosežen direktno z lovljenjem radikalov in indirektno preko indukcije ekspresije 
antioksidativnih encimov. Poleg tega so opazili tudi povečano ekspresijo nevrotrofičnih 
faktorjev (3, 14).  
Raziskave odnosa med strukturo in delovanjem so pokazale, da ima propargilaminska skupina 
sposobnost promoviranja preživetja nevronov s podobnimi mehanizmi kot razagilin, zato je 
pomembna funkcionalna skupina pri načrtovanju novih MTDL (13). Ti učinki niso povezani le 
z zmanjšano tvorbo radikalov in toksičnih aldehidov ob znižanju aktivnosti MAO. Številne 
in vivo in in vitro študije namreč nakazujejo, da imajo derivati s propargilaminsko skupino 
11 
 
nevroprotektiven učinek preko zaviranja apoptoze (vpliv na PKC signalno pot, družino Bcl-2 
proteinov in prehodne pore mitohondrijske prepustnosti). Dokaz o pomenu propargilaminske 
skupine je učinek samega propargilamina, ki ne deluje kot MAO zaviralec, vendar izkazuje 
identične nevroprotektivne mehanizme s podobno učinkovitostjo kot razagilin (14). 
Terapevtska indikacija ladostigila bi lahko bilo zdravljenje AB s komorbidno depresijo. Kljub 
temu v drugi fazi s placebom nadzorovane klinične študije niso odkrili statistično značilnih 
vplivov na kognicijo ali zaustavitve napredovanja demence. Potrjen pa je bil vpliv ladostigila 
na atrofijo tkiv, saj je bilo zmanjšanje volumna možganov in hipokampusa manjše kot pri 
kontrolni skupini (29). 
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2 Namen dela 
Namen našega dela je sinteza derivatov 4-fenetil-1-(prop-2-in-1-il)piperidina s hidroksi in 
karbamatno skupino s potencialnim zaviralnim delovanjem na monoamin oksidaze in holin 
esteraze.  
Sintetizirali bomo spojine, načrtovane s podobno razvojno strategijo kot ladostigil, s hkratnim 
zaviralnim delovanjem na ChE in MAO. Osnovo pri načrtovanju bodo predstavljali znani 
zaviralci MAO s 4-fenetil-1-(prop-2-in-1-il)piperidinskim skeletom, ki so jih razvili na 
Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo (25, 30). Pri vseh spojinah bo prisotna 
propargilaminska skupina, prevzeta po razagilinu, ki lahko s tvorbo kovalentne vezi z N5 
atomom kofaktorja FAD zavira MAO. Propargilna skupina bo vezana na dušikov atom 
1,4-disubstituiranega piperidinskega obroča. Na mestu 4 piperidinskega obroča bo preko 
distančnika (trans-vinil ali etil) vezan benzenov obroč z 1,3- ali 1,4-disubstitucijo. Sintetizirali 
bomo spojine z različnimi substituenti (hidroksilna, metoksi, trifluorometoksi skupina in dva 
različna karbamata – etil(metil)karbamat in fenilkarbamat). Z uvedbo karbamatne skupine 
namreč želimo doseči psevdoireverzibilni mehanizem rivastigmina, pri katerem pride do 
nastanka karbamata na katalitičnem serinskem aminokislinskem ostanku ChE. Osnovni 
1-(prop-2-in-1-il)piperidinski skelet in na njem načrtovane spremembe so prikazane na Sliki 8. 
 
Slika 8: Načrtovane spremembe na 1-(prop-2-in-1-il)piperidinskem skeletu. Z barvami so označeni variabilni deli molekule. 
Končnim spojinam bomo z biokemijskim testiranjem ovrednotili zaviralno delovanje na holin 
esterazi (AChE in BChE) in monoamin oksidazi (MAO-A in MAO-B). Določili bomo zaviralno 
delovanje pri izbrani koncentraciji, aktivnim spojinam bomo določili tudi vrednost IC50. Na 
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podlagi dobljenih rezultatov bomo ovrednotili vpliv posameznih strukturnih modifikacij 
(distančnik, mesto substitucije, substituent) na zaviralno delovanje spojin.  
Na podlagi že znanih dejstev o kemijski sintezi in odnosu med strukturo in delovanjem sorodnih 
spojin lahko postavimo sledeče hipoteze: 
1. Sintetizirali bomo lahko vsaj pet spojin z različno substitucijo na fenilnem obroču. 
2. Sintetizirane spojine bodo zavirale delovanje encima MAO. 
3. Spojine s karbamatno skupino bodo zaviralci ChE. 
4. Vsaj ena izmed sintetiziranih spojin bo imela dvojno zaviralno delovanje, tj. hkratno 




3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
Pri izvajanju eksperimentalnega dela smo si pomagali s kemikalijami različnih proizvajalcev 
(Acros Organics, Apollo Scientific, Carlo Erba, Gram-mol, Merck, Sigma Aldrich, Fluka, TCI 
Europe). Večino reagentov in topil smo uporabili brez predhodne priprave. 
Za pripravo brezvodnega tetrahidrofurana (THF) in brezvodnega diklorometana (DKM) smo 
uporabili destilacijski sistem Fakultete za farmacijo v Ljubljani. THF smo destilirali nad 
natrijem ob prisotnosti benzofenona v argonovi atmosferi, brezvodni DKM pa ob prisotnosti 
kalcijevega hidrida. 
Preglednica I: Uporabljene kemikalije.  
Ime spojine Čistost CAS  Proizvajalec 
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
hidroklorid (EDC)  ≥ 98 % 25952-53-8 Apollo Scientific 
3-metoksibenzil klorid 97 % 824-98-6  Fluka 
4-(trifluorometoksi)benzil bromid ≥ 97,0 % 50824-05-0 Apollo Scientific 
4-dimetilaminopiridin (DMAP)  ≥ 99 % 1122-58-3 Sigma Aldrich 
4-metoksibenzil klorid 98 % 824-94-2 Acros Organics 
Borov tribromid (BBr3) ≥ 99,0 % 10294-33-4 Sigma Aldrich 
Cezijev karbonat (Cs2CO3) ≥ 99,5 % 534-17-8 Acros Organics 
Di-terc-butil dikarbonat  ≥ 98 % 24424-99-5 Sigma Aldrich 
Fenil izocianat (PhNCO)  99 % 103-71-9 Acros Organics 
Hidroksibenzotriazol (HOBt)  ≥ 97 % 123333-53-9 Sigma Aldrich 
Kalijev bis(trimetilsilil) amid (KHMDS) 95 % 40949-94-8 Fluka 
Kalijev karbonat (K2CO3) ≥ 99,0 % 584-08-7 Alkaloid 
Litijev aluminijev hidrid (LiAlH4) 95 % 16853-85-3 Sigma Aldrich 
N,O-dimetilhidroksilaminijev klorid  98 % 6638-79-5 Apollo Scientific 
Natrijev bis(trimetilsilil) amid (NaHMDS)  38 % (v THF) 1070-89-9 TCI Europe 
Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) 99 % 144-55-8 Merck 
Natrijev hidroksid (NaOH) 97 % 1310-73-2 Sigma Aldrich 
Natrijev sulfat, brezvodni (Na2SO4) ≥ 99,0 % 7757-82-6 Merck 
N-etil-N-metilkarbamoil klorid  > 98,0 % 42252-34-6 TCI Europe 
Paladij na ogljiku (Pd/C) 10 % Pd/C 7440-05-3 Acros 
Piperidin-4-karboksilna kislina  99 % 498-94-2 Apollo Scientific 
Piridin 99,5 % 110-86-1 Acros Organics 
Propargil bromid  80 % (v toluenu) 106-96-7 Acros Organics 
Trietilamin (Et3N)  ≥ 98.0 %  121-44-8 Fluka 




3.2.1 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (angl. thin layer chromatography; TLC): Tehniko TLC smo 
uporabili za spremljanje poteka kemijskih reakcij, določanje homogenosti, ugotavljanja 
istovetnosti spojin s pomočjo standardov, izbiro primerne mobilne faze za kolonsko 
kromatografijo in ob uporabi različnih orositvenih reagentov za potrditev prisotnosti določenih 
funkcionalnih skupin. Stacionarna faza je bil silikagel, nanešen na aluminijastem nosilcu z 
dodanim fluorescentnim indikatorjem fluoresceinom (TLC Silica gel 60 F254, 20 × 20 cm, 
Merck). Uporabljene mobilne faze so navedene pri posameznih sinteznih postopkih, 
najpogosteje smo uporabili kombinaciji etil acetat (EtOAc) in n-heksan ali DKM in metanol 
(MeOH). S pomočjo UV-svetilke pri λ = 254 nm in λ = 366 nm smo določili položaj lis. Od 
orositvenih reagentov smo uporabili 0,4 % 2,4-dinitrofenilhidrazin v etanolu (EtOH; 
dokazovanje prisotnosti aldehida), FeCl3 (dokazovanje hidroksilne skupine fenola) in ninhidrin 
(dokazovanje aminske skupine).  
Kolonska kromatografija: Tehniko kolonske kromatografije smo uporabili za ločevanje in 
čiščenje spojin iz zmesi, dobljenih po izolaciji reakcijskih mešanic. Stacionarno fazo (Silica 
gel 60, 0,040–0,063 mm, Merck) smo napolnili v pokončno postavljeno stekleno kolono in s 
pomočjo TLC izbrali primerno mobilno fazo za posamezno ločitev. Pri izbiri mobilne faze smo 
bili pozorni, da smo dosegli dobro ločevanje med posameznimi spojinami v zmesi, in da je 
spojina, ki smo jo želeli očistiti, imela retencijski faktor (Rf) približno 0,2–0,3. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance liquid chromatography; 
HPLC): Tehniko HPLC smo uporabili za določanje čistosti končnih spojin in določanje 
retencijskega časa (tR). Uporabili smo kolono Agilent Extend-C18 (4.6 × 150 mm, 3,6 μm). 
Mobilni fazi sta bili 0,1 % raztopina trifluorocetne kisline v prečiščeni vodi (mobilna faza A) 
in CH3CN (mobilna faza B). Gradient CH3CN (B) smo spreminjali po sledečem programu:       
0–12 min 10–90 % B, 12–14 min 90 % B in 14–15 min 90–10 % B. Pretok mobilne faze je 
znašal 1 mL/min in temperatura kolone je bila 50 °C. Volumen injiciranja spojine je znašal 
5 μL, koncentracija spojine v CH3CN pa je bila 0,1 mg/mL. Snemali smo s pomočjo naprave 
Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 System (proizvajalec Thermo Fischer Scientific Inc.). 
Avtomatizirana reverznofazna »flash« kromatografija: Za ločevanje in čiščenje spojin smo 
uporabili Isolera One System (proizvajalec Biotage). Za stacionarno fazo smo imeli kolono 
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Biotage SNAP Cartridge KP-C18-HS 30 g. Mobilne faze so bile 0,1 % raztopina trifluorocetne 
kisline v prečiščeni vodi (mobilna faza A), CH3CN (mobilna faza B) in MeOH (mobilna faza 
C). Gradient mobilnih faz smo spreminjali po sledečem programu: 0–2 min 100 % A, 2–12 min 
0–100 % B in zmanjševanje A ter 12–18 min 100 % C. Pretok mobilne faze je bil 20 mL/min. 
Pri zbiranju frakcij smo si pomagali z UV-detekcijo pri valovnih dolžinah 220 nm in 254 nm. 
3.2.2 Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance; NMR): NMR spektroskopijo 
smo uporabili za prepoznavanje strukture spojin, identifikacijo in preverjanje čistosti produktov 
reakcij. Uporabili smo Avance III 400 DPX spektrometer (proizvajalec Bruker), ki se nahaja 
na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vsem sintetiziranim spojinam smo posneli 1H spekter pri 
400 MHz in temperaturi 25 °C. Končnim spojinam smo dodatno posneli 13C spekter pri 100 
MHz in temperaturi 25 °C. Za analizo smo spojine raztopili v 600 μL devteriranega kloroforma 
(CDCl3), ki ima kot interni standard dodan tetrametilsilan. Pri analizi spektrov smo opazovali 
kemijske premike (δ), podane v ppm (angl. parts per million), in sklopitvene konstante (J), 
podane v Hz. Spektre smo analizirali s programsko opremo MestReNova 6.0.2-5475 
(proizvajalec Mestrelab Research S.L.) 
Masni spekter visoke ločljivosti (angl. high resolution mass spectrometry; HRMS): S pomočjo 
HRMS smo določili elementno sestavo, relativno molsko maso in molekulsko formulo spojine. 
Spektre smo posneli končnim spojinam z metodo ionizacije z razprševanjem raztopin v 
električnem polju (angl. electronspray ionization; ESI) na masnem spektrometru ExactiveTM 
Plus Orbitrap Mass Spectrometer (proizvajalec Thermo ScientificTM) na Fakulteti za farmacijo 
v Ljubljani.  
3.2.3 Določanje temperature tališča 
Spojinam, ki so pri sobni temperaturi v trdnem agregatnem stanju, smo nekorigirano 
temperaturo tališča določili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico (proizvajalec 
Leica) in 52 II Thermometer (proizvajalec Fluka) na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.4 Slikovni prikaz in poimenovanje spojin 
Uporabili smo programsko opremo ChemDraw Professional 16.0.1.4 (proizvajalec 
PerkinElmer Inc.). Z njegovo pomočjo smo spojine poimenovali po IUPAC nomenklaturi.  
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3.2.5 Biokemijsko vrednotenje 
Zaviralno delovanje sintetiziranih končnih spojin smo določili na štirih humanih encimih: 
AChE, BChE, MAO-A in MAO-B. 
Testiranje na ChE: Zaviralno delovanje končnih spojin na ChE smo določili s pomočjo 
Ellmanove metode (31). Osnovne raztopine encimov humane (h)AChE in humane (h)BChE s 
koncentracijo približno 4 mg/mL v 10 mM MES pufru s pH 6,5 smo redčili z 0,1 M raztopino 
fosfatnega pufra s pH 8,0 do približne aktivnosti encimov 500 mAU/min. Vse izvedene reakcije 
so imele končni volumen 300 µL 0,1 M fosfatnega pufra s pH 8,0 in so vsebovale 370 µM 
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojske kisline (DTNB), 5 × 10–4 M acetiltioholin jodida in 5 × 10–11 
hAChE ali 5 × 10–4 M butiriltioholin jodida in 1 × 10–9 M hBChE. Reakcijo smo sprožili z 
dodatkom substrata (butiriltioholin jodid za BChE oz. acetiltioholin jodid za AChE) pri sobni 
temperaturi, pri čemer je bila končna koncentracija organskega topila dimetil sulfoksid 
(DMSO) vedno 1 %. Nastanek rumeno obarvanega 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona smo 
spremljali spektrofotometrično, pri čemer smo 1 min merili spremembo absorbance pri 412 nm. 
Pri določanju vrednosti slepe raztopine (b) smo namesto raztopine encima uporabili ustrezno 
količino fosfatnega pufra. Začetno hitrost (v0) smo izračunali iz linearnega dela grafa, pri čemer 
smo vsako meritev ponovili v triplikatu. Za merjenje zaviralne aktivnosti smo osnovne 
raztopine sintetiziranih končnih spojin pripravili v 100 % DMSO, ustrezne redčitve pa smo prav 
tako pripravili z redčenjem osnovne raztopine v 100 % DMSO. Za presejalni test smo končne 
spojine s koncentracijo 100 µM 5 min inkubirali z raztopino encima pri sobni temperaturi. Po 
dodatku substrata smo izračunali začetne hitrosti ob prisotnosti končnih spojin (vi), ki naj bi 
zavirale delovanje encima. Jakost delovanja smo izrazili kot rezidualno aktivnost 
(RA = (vi – b)/(v0 – b)). Za spojine, ki so zavirale encim z RA < 50 %, smo z merjenjem RA pri 
različnih koncentracijah spojine in 5 minutni predinkubaciji določili še vrednosti IC50 po 
4-parametrični logistični funkciji s programom GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad Software): 
Y = RAmin + (RAmax – RAmin)/(1 + 10
((LogIC
50
– X) × HillSlope)). Pri določanju časovne odvisnosti 
zaviranja ChE za aktivne spojine smo uporabili štiri predinkubacijske čase in sicer 1 min, 5 
min, 15 min in 30 min ter pri vseh teh časih določili vrednosti IC50 s programom GraphPad 
Prism 9.0.0 (GraphPad Software) (25, 30). 
Testiranje na MAO: Končne spojine smo 15 min inkubirali s takšno količino MAO, ki pretvori 
približno 15 pmol p-tiramina/min, suspendirano v 100 µL 50 mM fosfatnega pufra (pH = 7,4; 
0,05 % [V/V] Triton X-114) pri 37 °C. Po končani predinkubaciji smo reakcijo sprožili z 
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dodatkom 250 µM Amplex Red reagenta, 2 E/mL hrenove peroksidaze (ang. horseradish 
peroxidase; HRP) in 1 mM p-tiramina do skupnega volumna 200 µL. Z merjenjem flouresence 
smo 20 min kvantitativno spremljali nastanek resorufina pri temperaturi 37 °C. V tem času je 
flourescenca naraščala linearno (λekscitacija = 530 nm, λemisija = 590 nm). V kontrolnem poskusu 
smo namesto spojin, raztopljenih v DMSO, uporabili čisti DMSO. Vse meritve smo izvedli v 
duplikatu. Pri določanju vrednosti slepe raztopine (b) smo namesto raztopine encima uporabili 
ustrezno količino fosfatnega pufra. Jakost delovanja smo izrazili kot rezidualno aktivnost 
(RA = (vi – b)/(v0 – b)), pri čemer je vi hitrost v prisotnosti izbrane končne spojine in v0 hitrost 
ob prisotnosti čistega DMSO. Končnim spojinam z vrednostjo RA, manjšo od 50 %, smo 
določili še vrednosti IC50. Za izračun vrednosti IC50 smo pripravili 7–8 različnih koncentracij 
končnih spojin, s katerimi smo dosegli aktivnost encima v območju med 5–90 %. Tako 
določene vrednosti RA v odvisnosti od koncentracije zaviralca (končne spojine) smo z 
računalniško obdelavo prilegali 4-parametrični logistični funkciji in s pomočjo programa 
GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad Software) izračunali vrednosti IC50  (25, 30).  
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4 Eksperimentalno delo in rezultati analiz 
4.1 Priprava aldehida za Wittigovo reakcijo 
4.1.1 Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (1) 
 
Slika 9: Shematski prikaz sinteze spojine 1. 
Piperidin-4-karboksilno kislino (1,0 ekv., 15,0 g, 116,0 mmol) smo raztopili v 100 mL 
1 M NaOH, 100 mL 1,4-dioksana in 100 mL destilirane H2O. Zmes smo ohladili na 0 °C. V 
100 mL 1,4-dioksana smo raztopili di-terc-butil dikarbonat (Boc2O) (1,2 ekv., 30,4 g, 
139,2 mmol) in ga po kapljicah dodali reakcijski zmesi. Reakcijo smo pustili potekati preko 
noči pri sobni temperaturi. Pri izolaciji smo z rotavaporjem iz reakcijske zmesi odparili 
1,4-dioksan in preostanek prenesli v lij ločnik. Dodali smo prečiščeno vodo (200 mL) in 
ekstrahirali z dietil etrom (2 × 200 mL). Po ekstrakciji smo vodno fazo nakisli do pH 2–3 z 2 M 
HCl, pri čemer je izpadla oborina. Izpadli produkt smo odfiltrirali z odsesavanjem, sprali s 
prečiščeno vodo in posušili.  
1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilna kislina (1) 
Molska masa 229.27 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Tališče 159–161 °C 
(referenčna vrednost:  
158–160 °C (25)) 
Izkoristek 79 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 1) = 0,20 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 9,13 (rs, 1H), 4,03 (td, J = 13,6, 3,7 Hz, 2H),       
2,82–2,89 (m, 2H), 2,48 (tt, J = 10,9, 3,9 Hz, 1H), 1,88–1,94 




4.1.2 Sinteza terc-butil 4-(metoksi(metil)karbamoil)-piperidin-1-karboksilata (2) 
 
Slika 10: Shematski prikaz sinteze spojine 2. 
Spojino 1 (1,0 ekv., 8,0 g, 35,0 mmol) smo raztopili v CH3CN in zmes ohladili na 0 °C. V bučko 
smo dodali sol 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimida (EDC) (1,0 ekv., 6,7 g, 35,0 mmol) 
in hidroksibenzotriazol (HOBt) (1,0 ekv., 4,7 g, 35,0 mmol). Reakcijo smo pustili potekati 
30 min pri 0 °C. V bučko smo nato dodali N,O-dimetilhidroksilaminijev klorid (1,2 ekv., 4,1 g, 
42,0 mmol), trietilamin (Et3N) (2,5 ekv., 12,1 mL, 87,5 mmol) in 30 mL DKM. Reakcijo smo 
pustili potekati čez noč pri sobni temperaturi. Pri izolaciji smo z rotavaporjem odparili večino 
topila. Dodali smo EtOAc (250 mL) in prečiščeno vodo (200 mL) ter zmes prenesli v lij ločnik. 
Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 90 mL), 1 M HCl (2 × 90 mL) 
in nasičeno raztopino NaCl (2 × 90 mL) ter sušili z brezvodnim Na2SO4. Preostanek topila smo 
odstranili z rotavaporjem in produkt očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza 
EtOAc : n-heksan = 1 : 2). 
terc-butil 4-(metoksi(metil)karbamoil)-piperidin-1-karboksilat (2) 
Molska masa 272,34 g/mol 
 
Izgled Prozorno olje 
Tališče / 
Izkoristek 74 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 1) = 0,31 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 4,17 (td, J = 13,4, 2,9 Hz, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,17 




4.1.3 Sinteza terc-butil 4-formilpiperidin-1-karboksilata (3) 
 
Slika 11: Shematski prikaz sinteze spojine 3. 
Spojino 2 (1,0 ekv., 6,0 g, 22,0 mmol) smo raztopili v 75 mL brezvodnega THF in ohladili na 
0 °C. Po 10 min mešanja v argonovi atmosferi smo po delih dodali LiAlH4 (1,5 ekv., 1,3 g, 
33,0 mmol). Zmes smo pustili mešali 2 uri pri 0 °C. Reakcijo smo ustavili s počasnim 
dodajanjem nasičene raztopine NaHCO3 (30 mL). Pri izolaciji smo reakcijsko zmes prenesli v 
lij ločnik in jo spirali z EtOAc (3 × 100 mL). V primeru, da se faze niso ločile, smo dodali 
30 mL nasičene raztopine NaCl, ob tem smo opazili ločitev organske in vodne faze. Združene 
organske faze smo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (100 mL), 1 M HCl (100 mL) in 
nasičeno raztopino NaCl (100 mL). Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4 in z 
rotavaporjem odparili topilo. Surovi produkt smo brez dodatnega čiščenja takoj uporabili v 
naslednji stopnji. 
terc-butil 4-formilpiperidin-1-karboksilat (3) 
Molska masa 213,27 g/mol 
 
Izgled Prozorno olje 
Izkoristek 50 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 9) = 0,16 
4.2 Splošni postopek priprave Wittigovega reagenta 
 
Slika 12: Shematski prikaz sinteze spojin 5, 7 in 9. 
Izbrani benzil halid (1,0 ekv.) smo prenesli v bučko in raztopili v ustrezni količini CH3CN. V 
bučko smo dodali trifenilfosfin (Ph3P) (1,0 ekv.) in pustili reakcijo potekati čez noč na oljni 
kopeli pri temperaturi refluksa CH3CN (85 °C). Pri izolaciji smo z rotavaporjem odparili večino 
topila. Dodali smo enaka volumna DKM in dietil etra, pri čemer je nastala oborina. Oborjeni 
produkt smo odfiltrirali z odsesavanjem in posušili.  
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4.2.1 Sinteza (4-(trifluorometoksi)benzil)trifenilfosfonijevega bromida (5) 
Spojino 4 (1,0 ekv., 2,0 g, 8,0 mmol) smo raztopili v 45 mL CH3CN. Dodali smo PhP3 (1,0 ekv., 
2,1 g, 8,0 mmol) in sintezo spojine 5 izvedli po splošnem postopku priprave Wittigovega 
reagenta. 
(4-(trifluorometoksi)benzil)trifenilfosfonijev bromid (5) 
Molska masa  517,32 g/mol 
 
Izkoristek 96 % 
4.2.2 Sinteza (4-metoksibenzil)trifenilfosfonijevega klorida (7) 
Spojino 6 (1,0 ekv., 2,5 g, 16,0 mmol) smo raztopili v 50 mL CH3CN. Dodali smo PhP3 
(1,0 ekv., 4,2 g, 16,0 mmol) in sintezo spojine 7 izvedli po splošnem postopku priprave 
Wittigovega reagenta. 
(4-metoksibenzil)trifenilfosfonijev klorid (7) 
Molska masa 418,89 g/mol 
 
Izkoristek 91 % 
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4.2.3 Sinteza (3-metoksibenzil)trifenilfosfonijevega klorida (9) 
Spojino 8 (1,0 ekv., 3,0 g, 15,0 mmol) smo raztopili v 50 mL CH3CN. Dodali smo PhP3 
(1,0 ekv., 4,0 g, 15,0 mmol) in sintezo spojine 9 izvedli po splošnem postopku priprave 
Wittigovega reagenta. 
(3-metoksibenzil)trifenilfosfonijev klorid (9) 





4.3 Splošni postopek Wittigove reakcije 
 
Slika 13: Shematski prikaz splošnega sinteznega postopka Wittigove reakcije. 
Wittigov reagent  (1,1 ekv.) smo raztopili v ustrezni količini brezvodnega THF pod argonovo 
atmosfero. V bučko smo dodali močno bazo (natrijev bis(trimetilsilil) amid (NaHMDS) ali 
kalijev bis(trimetilsilil) amid (KHMDS)) (1,2 ekv.) in nekaj minut mešali pri sobni temperaturi. 
Spojino 3 (1,0 ekv.) smo raztopili v 10 mL brezvodnega THF in po kapljicah dodali v bučko. 
Reakcijo smo pustili potekati čez noč pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi. Pri izolaciji 
smo z rotavaporjem odparili organsko fazo in zaostanku dodali EtOAc (50 mL) ter nasičeno 
raztopino NaHCO3 (50 mL). Z lijem ločnikom smo ločili faze in vodno fazo spirali z EtOAc 
(2 × 50 mL). Zbrane organske faze smo spirali z nasičeno raztopino NaCl (100 mL) in sušili z 
brezvodnim Na2SO4. Odparili smo topilo in produkte ločili s kolonsko kromatografijo (mobilna 
faza EtOAc : n-heksan = 1 : 9). 
Pri Wittigovi reakciji kot produkta dobimo cis in trans izomer, pri čemer nastane večji delež 
trans oblike. Pri sintezi spojin smo uspeli ustrezno očistiti trans izomer, zato so v nadaljevanju 
predstavljeni le trans izomeri spojin.  
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4.3.1 Sinteza terc-butil (E)-4-(4-trifluorometoksi)stiril)piperidin-1-karboksilata (10) 
 
Slika 14: Shematski prikaz sinteze spojine 10. 
Spojino 10 smo sintetizirali iz Wittigovega reagenta 5 (1,1 ekv., 4,0 g, 7,7 mmol), ki smo ga 
raztopili v 30 mL brezvodnega THF. Dodali smo KHMDS (1,2 ekv., 1,7 g, 8,4 mmol) in spojino 
3 (1 ekv., 1,5 g, 7,0 mmol). Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku 
Wittigove reakcije.  
terc-butil (E)-4-(4-trifluorometoksi)stiril)piperidin-1-karboksilat (10) 
Molska masa 371,39 g/mol 
 
Izgled Brezbarvno olje 
Tališče / 
Izkoristek 35 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 9) = 0,22 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,37–7,32 (m, 2H), 7,14 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,37 (d, 
J = 15,9 Hz, 1H), 6,12 (dd, J = 16,0, 6,9 Hz, 1H), 4,13 (s, 2H), 
2,78 (t, J = 11,6 Hz, 2H), 2,34–2,24 (m, 1H), 1,78–1,72  (m, 2H), 
1,46 (s, 9H), 1,44–1,29 (m, 2H) 
4.3.2 Sinteza terc-butil (E)-4-(4-metoksistiril)piperidin-1-karboksilata (11) 
 
Slika 15: Shematski prikaz sinteze spojine 11. 
Spojino 11 smo sintetizirali iz Wittigovega reagenta 7 (1,1 ekv., 10,6 g, 25,3 mmol), ki smo ga 
raztopili v 50 mL brezvodnega THF. Dodali smo NaHMDS (38 % raztopina v THF, 1,9 mol/L; 
1,2 ekv., 14,5 mL, 27,6 mmol) in spojino 3 (1,0 ekv., 4,9 g, 23,0 mmol). Reakcijo smo izvedli 
po zgoraj opisanem splošnem postopku Wittigove reakcije.  
terc-butil (E)-4-(4-metoksistiril)piperidin-1-karboksilat (11) 
Molska masa 317,42 g/mol 
 
Izgled Rumenkasto olje  
Tališče / 
Izkoristek 43 % 
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TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 9) = 0,18 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,30–7,26 (m, 2H), 6,86–6,82 (m, 2H), 6,33 (d, 
J = 15,6 Hz, 1H), 6,00 (dd, J = 16,0, 6,9 Hz, 1H), 4,12 (m, 2H), 
3,82–3,78 (m, 3H), 2,77 (t, J = 11,5 Hz, 2H), 2,30–2,21 (m, 1H), 
1,77–1,71 (m, 2H), 1,46 (s, 9H), 1,43–1,28 (m, 2H) 
4.3.3 Sinteza terc-butil (E)-4-(3-metoksistiril)piperidin-1-karboksilata (12) 
 
Slika 16: Shematski prikaz sinteze spojine 12. 
Spojino 12 smo sintetizirali iz Wittigovega reagenta 9 (1,1 ekv., 5,1 g, 13,1 mmol), ki smo ga 
raztopili v 50 mL brezvodnega THF. Dodali smo NaHMDS (38 % raztopina v THF, 1,9 mol/L; 
1,2 ekv., 7,6 mL, 14,4 mmol) in spojino 3 (1,0 ekv., 2,6 g, 12,0 mmol). Reakcijo smo izvedli 
po zgoraj opisanem splošnem postopku Wittigove reakcije.  
terc-butil (E)-4-(3-metoksistiril)piperidin-1-karboksilat (12) 
Molska masa 317,42 g/mol 
 
Izgled Rumenkasto olje  
Tališče / 
Izkoristek 32 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 9) = 0,36 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,22 (m, 1H), 6,94 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,89–6,87 (m, 
1H), 6,76 (ddd, J = 8,2, 2,5, 0,7 Hz, 1H), 6,36 (d, J = 16,0 Hz, 
1H), 6,14 (dd, J = 16,0, 6,9 Hz, 1H), 4,13 (rs, 2H), 3,81 (s, 3H), 
2,78 (t, J = 12,0 Hz, 2H), 2,33–2,22 (m, 1H), 1,73–1,67 (m, 2H), 
1,47 (s, 9H), 1,14 (dt, J = 12,3, 4,1 Hz, 1H), 1,11 (dt, J = 12,3, 
4,1 Hz, 1H) 
4.4 Splošni postopek redukcije dvojne vezi  
 
Slika 17: Shematski prikaz splošnega sinteznega postopka redukcije dvojne vezi. 
Alken, ki je nastal kot produkt Wittigove reakcije (1,0 ekv.), smo raztopili v ustrezni količini 
brezvodnega EtOH in 10 minut prepihovali z argonom. V bučko smo dodali katalitično količino 
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paladija na ogljiku (10 % Pd/C, 10–20 % [m/m] glede na izhodno spojino) in nastalo suspenzijo 
20 minut prepihovali z vodikom. Reakcijo smo pustili potekati čez noč pri sobni temperaturi v 
vodikovi atmosferi. Pred izolacijo smo vsebino bučke najprej 10 minut prepihovali z argonom. 
Katalizator smo odstranili s filtracijo skozi diatomejsko zemljo (Celite) in odparili topilo.  
4.4.1 Sinteza terc-butil 4-(4-metoksifenetil)piperidin-1-karboksilata (13) 
Alkenov derivat 11 (1,0 ekv., 1,3 g, 4,1 mmol) smo raztopili v 100 mL brezvodnega EtOH. 
Reakcijsko zmes smo pripravili v skladu s splošnim postopkom redukcije dvojne vezi in dodali 
katalitično količino Pd/C (260 mg).  
terc-butil 4-(4-metoksifenetil)piperidin-1-karboksilat (13) 
Molska masa 319,45 g/mol 
 
Izgled Prozorno olje  
Tališče / 
Izkoristek 100 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 9) = 0,19 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1,12 (ddd, J = 16,3, 12,5, 4,3 Hz, 2H), 1,35–1,43 (m, 
1H), 1,45 (s, 9H), 1,50–1,56 (m, 2H), 1,64–1,71 (m, 2H),      
2,55–2,59 (m, 2H), 2,66 (t, J = 11,8 Hz, 2H), 3,79 (s, 3H), 
4,07 (rs, 2H), 6,81–6,84 (m, 2H), 7,07–7,10 (m, 2H)  
4.4.2 Sinteza terc-butil 4-(3-metoksifenetil)piperidin-1-karboksilata (14) 
Alkenov derivat 12 (1,0 ekv., 1,2 g, 3,8 mmol) smo raztopili v 100 mL brezvodnega EtOH. 
Reakcijsko zmes smo pripravili v skladu s splošnim postopkom redukcije dvojne vezi in dodali 
katalitično količino Pd/C (240 mg).  
terc-butil 4-(3-metoksifenetil)piperidin-1-karboksilat (14) 
Molska masa 319,45 g/mol 
 
Izgled Prozorno olje  
Tališče / 
Izkoristek 100 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 9) = 0,37 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,22–7,17 (m, 1H); 6,77–6,72 (m, 3H), 4,08 (rs, 2H), 
3,80 (s, 3H), 2,70–2,59 (m, 4H), 1,73–1,67 (m, 2H), 1,59–1,53 
(m, 2H), 1,45 (s, 9H), 1,44–1,37 (m, 1H), 1,14 (dt, J = 12,3, 
4,1 Hz, 1H), 1,10 (dt, J = 12,3, 4,1 Hz, 1H) 
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4.5 Splošni postopek odstranitve terc-butil karbamatne zaščitne skupine 
 
Slika 18: Shematski prikaz splošnega sinteznega postopka odstranjevanja terc-butilne karbamatne (Boc) zaščitne skupine. 
Izbranemu produktu Wittigove reakcije ali njegovi reducirani obliki (1,0 ekv.) smo pri sobni 
temperaturi dodali ustrezno količino EtOH in koncentrirano HCl (10,0 ekv.). Reakcijo smo 
pustili potekati 2 uri pri 80 °C in nato še eno uro pri sobni temperaturi, da se je reakcijska zmes 
ohladila. Odparili smo organsko fazo in vsebino bučke čez noč sušili pri 50 °C. Nastali produkt 
v obliki soli smo naslednji dan takoj uporabili v naslednji stopnji reakcije, pri čemer smo 
predpostavili 100 % izkoristek reakcije odstranitve terc-butil karbamatne (Boc) zaščitne 
skupine. Nastali produkti so prikazani v Preglednici III. 
Preglednica III: Nastali produkti po odstranitvi terc-butil karbamatne zaščitne skupine. 
  
  
4.6 Splošni postopek alkilacije piperidinskega dušika 
 
Slika 19: Shematski prikaz splošnega sinteznega postopka alkilacije piperidinskega dušika. 
Izbrani produkt z odstranjeno zaščitno skupino (1,0 ekv.) smo raztopili v ustrezni količini 
brezvodnega CH3CN in uvedli argonovo atmosfero. Dodali smo K2CO3 (3,0 ekv.) in Cs2CO3 
(1,0 ekv.) ter reakcijsko mešanico ohladili na 0 °C. V bučko smo po kapljicah dodali propargil 
bromid (1,2 ekv.) in bučko odmaknili iz ledene kopeli. Reakcijo smo pustili potekati med 6 ur 
in 24 ur pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi, pri čemer smo bučko zaščitili pred svetlobo. 
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Potek reakcije smo spremljali s TLC analizo in se na podlagi tega odločili o času trajanja 
reakcije. Pri izolaciji smo najprej z rotavaporjem odparili del organskega topila in dodali 
ustrezno količino DKM (100 mL). V liju ločniku smo organsko fazo spirali z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (50 ml) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in 
odparili preostanek topila. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza 
EtOAc : n-heksan = 1 : 1). 
4.6.1 Sinteza (E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-trifluorometoksi)stiril)piperidina (19) 
Spojino 15 (1,0 ekv., 1,8 mmol) smo raztopili v 50 mL brezvodnega CH3CN in dodali K2CO3 
(3,0 ekv., 0,8 g, 5,4 mmol) ter Cs2CO3 (2,0 ekv., 1,2 g, 3,6 mmol). Reakcijsko mešanico smo 
ohladili na 0 °C in dodali propargil bromid (1,2 ekv., 163,0 μL, 2,2 mmol). Reakcijo smo izvedli 
po splošnem postopku alkilacije piperidinskega dušika in jo pustili potekati čez noč. 
(E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-trifluorometoksi)stiril)piperidin (19) 
Molska masa 309,33 g/mol 
 
Izgled Igličasti kristali 
Tališče 46–47 °C 
Izkoristek 28 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 1) = 0,32  
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,37–7,33 (m, 2H), 7,16–7,12 (m, 2H), 6,36 (d, 
J = 16,0 Hz, 1H), 6,14 (dd, J = 16,0, 7,0 Hz, 1H), 3,33 (d, 
J = 2,4 Hz, 2H), 2,96–2,91 (m, 2H), 2,28 (dt, J = 11,7, 2,5 Hz, 
2H), 2,25 (t, J = 2,4 Hz, 2H), 2,17–2,09 (m, 1H), 1,83–1,78 (m,  
2H), 1,61–1,51 (m, 2H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 148,17; 136,58; 136,18; 127,30; 126,98; 121,19; 
120,60 (q, JC,F = 256,9 Hz); 79,18; 73,12; 52,34; 47,38; 38,95; 
32,08  
HRMS (ESI+) Izračunan za C17H19F3NO [M + H]
+: 310,1413 
Izmerjen: 310,1400 
HPLC 100,00 % čistost pri 254 nm, tR = 7,15 min   
4.6.2 Sinteza (E)-4-(4-metoksistiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (20) 
Spojino 16 (1,0 ekv., 5,6 mmol) smo raztopili v 30 mL brezvodnega CH3CN in dodali K2CO3 
(3,0 ekv., 2,3 g, 16,9 mmol) ter Cs2CO3 (1,0 ekv., 1,9 g, 5,6 mmol). Reakcijsko mešanico smo 
ohladili na 0 °C in dodali propargil bromid (1,2 ekv., 509,0 μL, 6,8 mmol). Reakcijo smo izvedli 




Molska masa 255,16 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Tališče 59–63 °C 
Izkoristek 24 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 1) = 0,28 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) =  7,30–7,26 (m, 2H), 6,85–6,81 (m, 2H), 6,32 (d, 
J = 15,6 Hz, 1H), 6,02 (dd, J = 15,9, 7,0 Hz, 1H), 3,80 (s, 3H), 
3,32 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,96–2,90 (m, 2H), 2,30–2,23 (m, 
2H), 2,26 (t, J = 2,4 Hz, 2H), 2,15–2,05 (m, 1H), 1,83–1,76 
(m, 2H), 1,61–1,48 (m, 2H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 158,90; 132,98; 130,61; 127,70; 127,22; 114,06; 
79,29; 73,07; 55,43; 52,47; 47,42; 38,96; 32,32   
HRMS (ESI+) Izračunan za C17H22NO [M + H]
+: 256,1696 
Izmerjen: 256,1685 
HPLC 100,00 % čistost pri 254 nm, tR = 5,56 min 
4.6.3 Sinteza 4-(4-metoksifenetil)-1-(prop-2-in-1-il piperidina (21) 
Spojino 17 (1,0 ekv., 4,1 mmol) smo raztopili v 30 mL brezvodnega CH3CN in dodali K2CO3 
(3,0 ekv., 1,7 g, 12,3 mmol) ter Cs2CO3 (1,0 ekv., 1,3 g, 4,1 mmol). Reakcijsko mešanico smo 
ohladili na 0 °C in dodali propargil bromid (1,2 ekv., 370,0 μL, 4,9 mmol). Reakcijo smo izvedli 
po splošnem postopku alkilacije piperidinskega dušika in jo pustili potekati 6 h. 
4-(4-metoksifenetil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (21) 
Molska masa 257,38 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Tališče 30–31 °C 
Izkoristek 70 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 1) = 0,26 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,09–7,05 (m, 2H), 6,82–6,77 (m, 2H), 3,74 (s, 3H), 
3,26 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,88–2,83 (m, 2H), 2,58–2,54 (m, 
2H), 2,22 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,19–2,13 (m, 2H), 1,77–1,70 
(m, 2H), 1,56–1,50 (m, 2H),1,35–1,22 (m, 3H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 157,56; 134,58; 129,05; 113,64; 79,17; 72,86; 
55,07; 52,46; 47,14; 38,47; 34,61; 32,17; 32,04 
HRMS (ESI+) Izračunan za C17H24NO [M + H]
+: 258,1852 
Izmerjen: 258,1843 
HPLC 100,00 % čistost pri 254 nm, tR = 5,87 min 
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4.6.4 Sinteza 4-(3-metoksifenetil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (22) 
Spojino 18 (1,0 ekv., 3,8 mmol) smo raztopili v 30 mL brezvodnega CH3CN in dodali K2CO3 
(3,0 ekv., 1,6 g, 11,4 mmol) ter Cs2CO3 (1,0 ekv., 1,2 g, 3,8 mmol). Reakcijsko mešanico smo 
ohladili na 0 °C in dodali propargil bromid (1,2 ekv., 343,0 μL, 4,6 mmol). Reakcijo smo izvedli 
po splošnem postopku alkilacije piperidinskega dušika in jo pustili potekati 3 h. 
4-(4-metoksifenetil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (22) 
Molska masa 257,38 g/mol 
 
Izgled Prozorno olje 
Tališče / 
Izkoristek 61 % 
TLC Rf (EtOAc : n-heksan = 1 : 1) = 0,26 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,21–7,16 (m, 1H), 6,79–6,70 (m, 3H), 3,79 (s, 3H), 
3,29 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,90–2,86 (m, 2H), 2,63–2,57 (m, 2H), 
2,23 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,20–2,14 (m, 2H), 1,78–1,75 (m, 2H), 
1,59–1,54 (m, 2H), 1,37–1,24 (m, 3H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 159,73; 144,49; 129,37; 120,88; 114,28; 110,95; 
79,36; 72,97; 55,25; 52,68; 47,35; 38,28; 34,89; 33,24; 32,36 
HRMS (ESI+) Izračunan za C17H24NO [M + H]
+: 258,1852 
Izmerjen: 258,1843 
HPLC 97,41 % čistost pri 254 nm, tR = 5,69 min 
4.7 Splošni postopek demetiliranja metoksi skupine na benzenovem obroču 
 
Slika 20: Shematski prikaz splošnega sinteznega postopka demetiliranja metoksi skupine na benzenovem obroču. 
Spojino z metoksi skupino (1,0 ekv.) smo raztopili v ustrezni količini brezvodnega toluena in 
ohladili na –80 °C in raztopino 10 min prepihovali z argonom. V bučko smo počasi dodali BBr3 
(1 M raztopina v CH2Cl2, 3,0 ekv.) in reakcijo pustili 15 minut potekati pri –80 °C v argonovi 
atmosferi. Nato smo reakcijo pustili potekati 30 min pri 0 °C in 1,5 h pri sobni temperaturi. 
Reakcijo smo previdno ustavili s počasnim dodajanjem zadostne količine nasičene raztopine 
NaHCO3 (približno 20 mL) v bučko in nastalo emulzijo 15 min močno mešali na magnetnem 
mešalu. Dodali smo EtOAc (60 mL) in v lij ločniku ločili faze. Organsko fazo smo spirali s 
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nasičeno raztopino NaCl (60 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili topilo. Produkt smo 
očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza DKM : MeOH = 20 : 1). 
4.7.1 Sinteza (E)-4-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)vinil)fenola (23) 
Spojino 20 (1,0 ekv., 0,3 g, 1,3 mmol) smo raztopili v 25 mL brezvodnega toluena in raztopino 
10 min prepihovali z argonom ter ohladili na –20 °C. Dodali smo BBr3 (3,0 ekv., 4,0 mL, 
4,0 mmol) in pustili reakcijo potekati 1 h pri –20 °C in nato še 1 h pri sobni temperaturi. 
Izolacijo smo izvedli na način, ki je opisan v splošnem postopku demetilacije metoksi skupine 
na benzenovem obroču. Ker nismo dosegli ustrezne čistoče, smo naredili dodatni kolonski 
kromatografiji, najprej z mobilno fazo EtOAc : n-heksan = 2 : 1 in nato DKM : MeOH = 20 : 1. 
(E)-4-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)vinil)fenol (23) 
Molska masa 241,33 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Tališče 50–54 °C 
Izkoristek 13 % 
TLC Rf (DKM : MeOH = 20 : 1) = 0,20 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,22–7,19 (m, 2H), 6,76–6,72 (m, 2H), 6,29 (d, 
J = 15,9 Hz, 1H), 5,97 (dd, J = 15,9, 7,0 Hz, 1H), 3,31 (d, 
J = 2,4 Hz, 2H), 3,00–2,92 (m, 2H), 2,34 (dt, J = 11,7, 2,2 Hz, 
2H), 2,27 (t, J = 2,4 Hz, 2H), 2,15–2,07 (m, 1H), 1,83–1,77 
(m, 2H), 1,63–1,53 (m, 2H); 1H od OH je izmenjan 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 155,10; 132,77; 130,57; 127,76; 127,44; 115,61; 
79,05; 73,31; 52,42; 47,36; 38,88; 32,18 
HRMS (ESI+) Izračunan za C16H20NO [M + H]
+: 242,1539 
Izmerjen: 242,1531 
HPLC 100,00 % čistost pri 254 nm, tR = 3,86 min 
4.7.2 Sinteza 4-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenola (24) 
Spojino 21 (1,0 ekv., 0,7 g, 2,8 mmol) smo raztopili v 50 mL brezvodnega toluena. Reakcijsko 
zmes smo pripravili v skladu s splošnim postopkom demetilacije metoksi skupine na 
benzenovem obroču in počasi dodali BBr3 (3,0 ekv., 8,4 mL, 8,4 mmol). Reakcijo in izolacijo 





Molska masa 243,35 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Tališče 113–115 °C 
Izkoristek 30 % 
TLC Rf (DKM : MeOH = 20 : 1) = 0,18 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,33 (rs, 1H), 6,98 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,72 (d, 
J = 8,2 Hz, 2H), 3,31 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,95–2,90 (m, 2H), 
2,55–2,47 (m, 2H), 2,30–2,23 (m, 3H), 1,77–1,73 (m, 2H), 
1,52–1,47 (m, 2H), 1,39–1,26 (m, 3H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154,49; 133,85; 129,30; 115,65; 78,33; 73,91; 
52,39; 47,02; 38,36; 34,55; 32,16; 31,68 
HRMS (ESI+) Izračunan za C16H22NO [M + H]
+: 244,1696 
Izmerjen: 244,1687 
HPLC 97,36 % čistost pri 254 nm, tR = 5,10 min 
4.7.3 Sinteza 3-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenola (25) 
Spojino 22 (1,0 ekv., 0,6 g, 2,2 mmol) smo raztopili v 50 mL brezvodnega toluena. Reakcijsko 
zmes smo pripravili v skladu s splošnim postopkom demetilacije metoksi skupine na 
benzenovem obroču in počasi dodali BBr3 (3,0 ekv., 6,7 mL, 6,7 mmol). Reakcijsko in izolacijo 
smo izvedli v skladu s prej opisanim splošnim postopkom.  
3-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenol (25) 
Molska masa 243,35 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Tališče 105–108 °C 
Izkoristek 30 % 
TLC Rf (DKM : MeOH = 20 : 1) = 0,18 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,15–7,11 (m, 1H), 6,72 (d, J = 7,5 Hz, 1H),       
6,66–6,62 (m, 2H), 3,31 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,93–2,88 (m, 
2H), 2,60–2,54 (m, 2H), 2,24 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,23–2,17 
(m, 2H), 1,79–1,74 (m, 2H), 1,58–1,52 (m, 2H), 1,39–1,24 (m, 
3H); 1H od OH je izmenjan 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 156,04; 144,70; 129,59; 120,70; 115,50; 112,89; 
79,00; 73,36; 52,60; 47,28; 38,16; 34,82; 33,10; 32,16 
HRMS (ESI+) Izračunan za C16H22NO [M + H]
+: 244,1696 
Izmerjen: 244,1685 
HPLC 100,00 % čistost pri 254 nm, tR = 4,24 min 
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4.8 Splošni postopke sinteze karbamata s fenil izocianatom  
 
Slika 21: Shematski prikaz splošnega sinteznega postopka karbamata s fenil izocianatom (PhNCO). 
Derivat fenola (1,0 ekv.) smo raztopili v ustrezni količini brezvodnega DKM in uvedli argonovo 
atmosfero. V bučko smo v sledečem zaporedju dodali 4-dimetilaminopiridin (DMAP) 
(1,0 ekv.), Et3N (1,0 ekv.) in fenil izocianat (PhNCO) (1,2 ekv.). Reakcijo smo pustili potekati 
čez noč pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi. Ker smo reakcijo izvedli z majhnimi 
količinami, smo pri izolaciji le odparili topilo in produkt čistili s kolonsko kromatografijo 
(mobilna faza DKM : MeOH = 20 : 1). 
4.8.1 Sinteza 4-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil fenilkarbamata (26) 
Spojino 24 (1,0 ekv., 39,0 mg, 0,2 mmol) smo raztopili v 5 mL brezvodnega DKM in uvedli 
argonovo atmosfero. Dodali smo DMAP (1,0 ekv., 19,6 mg, 0,2 mmol), Et3N (1,0 ekv., 22,2 μL, 
0,2 mmol) in PhNCO (1,2 ekv., 21,0 μL, 0,2 mmol). Reakcijo smo izvedli po splošnem 
postopku sinteze karbamata s PhNCO.  
4-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil fenilkarbamat (26) 
Molska masa 362,47 g/mol 
 
Izgled Igličasti kristali 
Tališče 122–125 °C 
Izkoristek 30 % 
TLC Rf (DKM : MeOH = 20 : 1) = 0,23 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,46–7,42 (m, 2H), 7,36–7,30 (m, 2H), 7,21–7,16 (m, 
2H), 7,12–7,07 (m, 3H), 6,96 (rs, 1H), 3,29 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 
2,92–2,87 (m, 2H), 2,65–2,61 (m, 2H), 2,22 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 
2,21–2,15 (m, 2H), 1,79–1,75 (m, 2H), 1,59–1,54 (m, 2H),       
1,37–1,26 (m, 3H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 152,05; 148,62; 140,25; 137,57; 129,31; 129,26; 
123,98; 121,54; 118,85; 79,30; 73,06; 52,66; 47,34; 38,36; 34,76; 
32,55; 32,31  
HRMS (ESI+) Izračunan za C23H27N2O2 [M + H]
+: 363,2067 
Izmerjen: 363,2052 
HPLC 98,60 % čistost pri 254 nm, tR = 6,94 min 
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4.8.2 Sinteza 3-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil fenilkarbamata (27) 
Spojino 25 (1,0 ekv., 88,0 mg, 0,4 mmol) smo raztopili v 5 mL brezvodnega DKM in uvedli 
argonovo atmosfero. Dodali smo DMAP (1,0 ekv., 44,2 mg, 0,4 mmol), Et3N (1,0 ekv., 50,2 μL, 
0,4 mmol) in PhNCO (1,2 ekv., 47,3 μL, 0,4 mmol). Reakcijo smo izvedli po splošnem 
postopku sinteze karbamata s PhNCO. Potek reakcije smo spremljali s TLC analizo in reakcijo 
ustavili po 2,5 h.  
3-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil fenilkarbamat (27) 
Molska masa 362,47 g/mol 
 
Izgled Rumeno olje 
Tališče / 
Izkoristek 61 % 
TLC Rf (DKM : MeOH = 20 : 1) = 0,24 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,46–7,423 (m, 2H), 7,36–7,26 (m, 3H), 7,12–7,09 (m, 
1H), 7,06–7,04 (m, 1H), 7,03–6,98 (m, 2H), 3,29 (d, J = 2,4 Hz, 
2H), 2,91–2,87 (m, 2H), 2,66–2,62 (m, 2H), 2,23 (t, J = 2,4 Hz, 
1H), 2,22–2,15 (m, 2H), 1,78–1,74 (m, 2H), 1,61–1,55 (m, 2H), 
1,37–1,26 (m, 3H); 1H od NH je izmenjan 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 150,70; 144,58; 137,55; 129,34; 129,30; 125,89; 124,04; 
121,59; 119,01; 118,88; 79,30; 73,07; 52,67; 47,34; 38,09; 34,96; 
33,03; 32,30  
HRMS (ESI+) Izračunan za C23H27N2O2 [M + H]
+: 363,2067 
Izmerjen: 363,2047 
HPLC 97,79 % čistost pri 254 nm, tR = 6,63 min 
4.9 Splošni postopek sinteze karbamata z N-etil-N-metilkarbamoil 
kloridom 
 
Slika 22: Shematski prikaz splošnega sinteznega postopka karbamata z N-etil-N-metilkarbamoil kloridom. 
Derivat fenola (1,0 ekv.) smo raztopili v ustrezni količini piridina in dodali 
N-etil-N-metilkarbamoil klorid (1,5 ekv.). Reakcijo smo pustili potekati 1,5 h pri sobni 
temperaturi. Pri izolaciji smo v bučko dodali EtOAc (70 mL) in prečiščeno vodo (30 mL) ter 
fazi ločili z lij ločnikom. Organsko fazo smo zadržali, preostalo vodno fazo pa smo ponovno 
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spirali z EtOAc (70 mL). Obe organski fazi smo združili in ju spirali s prečiščeno vodo (50 mL) 
in nasičeno raztopino NaCl (50 mL) ter sušili z Na2SO4. Odparili smo organsko topilo in 
produkt očistili s kolonsko kromatografijo (mobilna faza DKM : MeOH = 20 : 1). Zaostanka 
piridina smo se znebili s čiščenjem z avtomatizirano reverznofazno »flash« kromatografijo. 
Tako dobljenim frakcijam smo najprej odparili CH3CN, jih naalkalili do pH = 12 in ekstrahirali 
z DKM (2 × 50 mL). Združene organske faze smo spirali z nasičeno raztopino NaCl (40 mL), 
sušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili topilo.  
4.9.1 Sinteza 4-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil etil(metil)karbamata (28) 
Spojino 24 (1,0 ekv., 155,0 mg, 0,6 mmol) smo raztopili v 5 mL piridina in dodali 
N-etil-N-metilkarbamoil klorid (1,5 ekv., 105,0 μL, 1,0 mmol).  Reakcijo smo izvedli po 
splošnem postopku sinteze karbamata z N-etil-N-metilkarbamoil kloridom. 
4-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil etil(metil)karbamat (28) 
Molska masa 328,46 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Tališče 61–62 °C 
Izkoristek 83 % 
TLC Rf (DKM : MeOH = 20 : 1) = 0,24 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,16–7,12 (m, 2H), 7,01 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 3,50–3,36 
(m, 2H), 3,28 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 3,02 (s + s, 3H), 2,90–2,85 (m, 
2H), 2,64–2,57 (m, 2H), 2,22 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,20–2,12 (m, 
2H), 1,77–1,73 (m, 2H), 1,58–1,52 (m, 2H), 1,36–1,15 (m, 6H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154,90; 149,59; 139,51; 129,10; 121,61; 79,35; 72,95; 
52,65; 47,34; 44,14; 38,34; 34,67; 34,32; 33,88; 32,48; 32,33 
HRMS (ESI+) Izračunan za C20H29N2O2 [M + H]
+: 329,2224 
Izmerjen: 329,2209 
HPLC 100,00 % čistost pri 254 nm, tR = 6,13 min 
4.9.2 Sinteza 3-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil etil(metil)karbamata (29) 
Spojino 25 (1,0 ekv., 40,0 mg, 0,2 mmol) smo raztopili v 5 mL piridina in dodali 
N-etil-N-metilkarbamoil klorid (1,5 ekv., 28,0 μL, 0,3 mmol). Reakcijo smo izvedli po 
splošnem postopku sinteze karbamata z N-etil-N-metilkarbamoil kloridom. Ker smo reakcijo 
izvedli z majhnimi količinami, smo pri izolaciji le odparili topilo. V bučko smo dolili DKM 
(5 mL) in ga odparili. Ta postopek smo ponovili dvakrat. Zaostanek smo raztopili v DKM 
(5 mL) in dodali prečiščeno vodo (5 mL) ter faze ločili z lij ločnikom. Vodno fazo smo ponovno 
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spirali z DKM (5 mL). Združene organske faze smo spirali s prečiščeno vodo (10 mL), nasičeno 
raztopino NaCl (10 mL), sušili z Na2SO4 in odparili topilo. Tako kot pri splošnem postopku 
smo dobljen produkt čistili z avtomatizirano reverznofazno »flash« kromatografijo.  
3-(2-(1-(prop-2-in-1-il)piperidin-4-il)etil)fenil etil(metil)karbamat (29) 
Molska masa 328,46 g/mol 
 
Izgled Rumeno olje 
Tališče / 
Izkoristek 38 % 
TLC Rf (DKM : MeOH = 20 : 1) = 0,28 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 7,26–7,23 (m, 1H), 6,99 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,95–6,90 
(m, 2H), 3,50–3,37 (m, 2H), 3,29 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 3,02 (s + s, 
3H), 2,91–2,86 (m, 2H), 2,64–2,60 (m, 2H), 2,23 (t, J = 2,4 Hz, 
1H), 2,21–2,14 (m, 2H), 1,78–1,74 (m, 2H), 1,60–1,53 (m, 2H), 
1,34–1,17 (m, 6H) 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 154,81; 151,64; 144,26; 129,09; 125,26; 121,67; 
119,11; 79,34; 72,97; 52,66; 47,33; 44,15; 38,11; 34,98; 34,33; 
33,89; 33,02; 32,30 
HRMS (ESI+) Izračunan za C20H29N2O2 [M + H]
+: 329,2226 
Izmerjen: 329,2218 
HPLC 96,46 % čistost pri 254 nm, tR = 2,42 min 
4.10 Rezultati biokemijskega testiranja 
Zaviralno delovanje končnih spojin na encime (AChE, BChE, MAO-A in MAO-B) smo ocenili 
na podlagi izračunane rezidualne aktivnosti (RA). RA je definirana kot razmerje hitrosti med 
zavrto encimsko reakcijo ob prisotnosti 100 µM izbrane končne spojine in hitrostjo encimske 
reakcije v danih pogojih brez prisotnega zaviralca. Pri določanju RA smo rezultat podali v 
obliki RA ± standardna deviacija (SD) glede na število ponovljenih serij. Močnejše zaviralno 
delovanje kot ima izbrana spojina, manjša je hitrost encimske reakcije in posledično je 
izračunana vrednost RA nižja. Končnim spojinam, z vrednostjo RA nižjo od 50 %, smo 
izračunali IC50 na podlagi določitve RA pri sedmih različnih koncentracijah. IC50 je definiran 
kot koncentracija spojine, pri kateri je doseženo 50 % zaviranje encima in vitro. Nižja kot je 
vrednost IC50, močnejše zaviralno delovanje ima spojina. Spojine z vrednostjo IC50, večjo od 
100 µM, smo obravnavali kot neaktivne. Rezultat smo podali v obliki IC50 ± standardna napaka 
povprečja (angl. standard error of mean; SEM) glede na število ponovljenih serij. Selektivnost 
delovanja na posamezno izoformo encima smo izračunali tako, da smo izračunano vrednost 
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IC50 ene izoforme delili z izračunano vrednostjo IC50 druge izoforme encima. Selektivnost smo 
računali spojinam, ki smo jim določili vrednost IC50. V primeru, da smo imeli IC50 izračunan 
le pri eni izoformi encima, smo pri drugi izoformi upoštevali, da je ta koncentracija večja od 
100 µM.  
V Preglednici IV so prikazani rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih končnih spojin. 
Za vsako posamezno spojino je rezultat podan kot vrednost RA, pri določenih spojinah pa je z 
odebeljenim tiskom prikazana vrednost IC50. Sintetizirali smo 11 spojin, izmed katerih nobena 
ni delovala zaviralno na AChE, vse pa so zavirale delovanje encima MAO-B. Na BChE so 




Preglednica IV: Rezultati biokemijskega testiranja 












19 trans-vinil 1,4  51,7 ± 2,5 % 72,9 ± 2,8 % / 58,4 ± 0,8 % 29,4 ± 3,9 nM 3401,4 
20 trans-vinil 1,4  61,9 ± 1,2 % 68,8 ± 0,6 % / 52,6 ± 0,7 % 72,3 ± 7,5 nM 1383,1 
23 trans-vinil 1,4  65,9 ± 3,1 % 64,9 ± 2,0 % / 
0,0 ± 0,0 %  
15,5 ± 0,9 µM 
12,9 ± 1,1 µM 1,2 
21 etil 1,4  73,1 ± 4,3 % 51,2 ± 1,6 % / 62,2 ± 1,8 % 93,8 ± 4,1 nM 1066,1 
24 etil 1,4  61,4 ± 2,7 % 53,8 ± 0,6 % / 
16,1 ± 0,2 % 
34,0 ± 5,8 µM 
12,6 ± 2,8 µM 2,7 
26 etil 1,4 
 
52,2 ± 1,7 % 60,2 ± 1,8 % / 56,7 ± 0,9% 9,7 ± 1,2 µM 10,3 
28 etil 1,4 
 
66,1 ± 4,8 % 
9,3 ± 1,2 % 
75,5 ± 8,4 µM 
1,3 51,2 ± 1,5% 181,4 ± 28,7 nM 551,3 
22 etil 1,3  73,2 ± 8,9 % 55,5 ± 0,2 % / 59,8 ± 3,7 % 238,4 ± 26,9 nM 419,5 
25 etil 1,3  54,7 ± 2,9 % 72,9 ± 2,8 % / 63,3 ± 0,4 % 52,5 ± 14,8 µM 1,9 
27 etil 1,3 
 
51,9 ± 1,4 % 
14,3 ± 0,7 % 
4,4 ± 0,8 µM 
22,7 54,0 ± 0,4 % 23,6 ± 3,0 µM 4,2 
29 etil 1,3 
 
60,2 ± 1,8 % 
10,6 ± 0,5 % 
4,3 ± 0,8 µM 




5.1 Komentar sinteznih postopkov 
Končne spojine smo pripravili s sinteznim postopkom, ki je s poenostavljeno shemo prikazan 
na Sliki 23. Izhodni spojini, piperidin-4-karboksilni kislini, smo na dušikov atom najprej uvedli 
Boc zaščitno skupino (A) in jo pretvorili do Weinrebovega amida (B) ter nato do ustreznega 
aldehida (C). Nastali aldehid je skupaj z izbranim fosforjevim ilidom vstopil v Wittigovo 
reakcijo, kjer je nastala zmes cis in trans derivatov 4-stirilpiperidina z Boc zaščitno skupino. 
Zmes smo čistili s kolonsko kromatografijo in pri tem uspeli izolirati le trans izomere (D), 
pripravili pa smo tudi analoge z reducirano dvojno vezjo. Z acidolizo smo odstranili Boc 
zaščitno skupino in nastali sekundarni amin alkilirali s propargil bromidom (E). Derivate z 
metoksi skupino na benzenovem obroču smo v nadaljnjih stopnjah demetilirali do ustreznih 
hidroksilnih analogov, na katere smo nato vezali karbamatno funkcionalno skupino. 
 
Slika 23: Poenostavljena shema sinteznega postopka končnih spojin. 
5.1.1 Priprava aldehida 
V prvi stopnji sinteze smo uvedli Boc zaščitno skupino na sekundarni amin 
piperidin-4-karboksilne kisline, saj smo tako zmanjšali število reaktivnih centrov in 
onemogočili nastajanje stranskih produktov. S tem je ostala reaktivna le karboksilna kislina, ki 
smo jo nato reducirali do aldehida. Redukcijo karboksilnih kislin je težko ustaviti na stopnji 
aldehida, zato smo najprej pripravili Weinrebov amid (N-metoksi-N-metilamid). Sintetizirali 
smo ga z dodatkom N,O-dimetilhidroksiaminijevega klorida k derivatu s karboksilno 
funkcionalno skupino, ki smo jo predhodno aktivirali s sklopitvenimi reagenti (EDC, HOBt). 
Pri reakciji je nastal stabilni Weinrebov amid, ki smo ga v naslednji stopnji reducirali z LiAlH4. 
Mehanizem je prikazan na Sliki 24, kjer je razviden nastali intermediat s petčlenskim obročem, 
stabilen pri nizki temperaturi (A). Nastal je ob reakciji s prvim ekvivalentom reducirajočega 
reagenta in je bil stabilen zaradi prisotne koordinacijske vezi s kovinskim kationom. Pri 
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reakcijskih pogojih je bil nastali intermediat stabilen, s tem pa je bil preprečen razpad do 
aldehida. Pri ustavljanju reakcije z vodno raztopino smo ustvarili razmere, v katerih je 
intermediat razpadel do ustreznega aldehida (B), hkrati smo tudi deaktivirali presežen 
reducirajoči reagent. Tako je kljub presežku LiAlH4 nastala zanemarljivo majhna količina 
alkoholnega derivata (32, 33, 34). 
 
Slika 24: Nastanek aldehida preko Weinrebovega amida. Povzeto po (33). 
5.1.2 Wittigova reakcija 
Za sintezo alkenov je najpogosteje uporabljena Wittigova reakcija, pri kateri spojine s 
karbonilno skupino (aldehidi, ketoni) reagirajo s fosforjevim ilidom do ustreznih alkenov in kot 
stranski produkt nastane fosfin oksid (35). 
Wittigov reagent smo pripravili z reakcijo med trifenilfosfinom in izbranim benzil halidom. 
Uporaba polarnega aprotičnega topila (CH3CN) in prisotnost močnega nukleofila (fosforjev 
atom trifenilfosfina) sta favorizirala SN2 mehanizem, pri čemer je izstopil halid in tvorila se je 
stabilna benziltrifenilfosfonijeva sol. Nastalo sol smo izkristalizirali in uporabili v naslednji 
stopnji, v kateri smo jo z dodatkom močne baze (KHMDS, NaHMDS) deprotonirali (36). Ob 
tem je nastal benzildentrifenilfosforan, za katerega je značilna močno polarizirana vez 
fosfor-ogljik, s presežkom elektronske gostote na ogljiku. Vez med fosforjem in ogljikom smo 
na Sliki 25 prikazali na dva načina; kot popolnoma ionsko ilidno obliko (A) ali kot ilen (B). 
Ker je kot substituent prisotna arilna skupina, sodi benzildentrifenilfosforan med semistabilne 
ilide, ki so zaradi resonančne stabilizacije dokaj odporni na hidrolizo (35). 
 
Slika 25: Dva načina shematskega prikaza ilida. Povzeto po (35). 
Izmed vseh razlag trenutna spoznanja o Wittigovi reakciji najbolje pojasnjuje mehanizem 
predstavljen na Sliki 26, ki so ga predlagali Vedejs s sodelavci (37). Predpostavili so 
ireverzibilno [2+2] cikloadicijo ilida in aldehida do oksafosfetana (OPA), ki ji sledi 
ireverzibilna in stereospecifična razklenitev obroča OPA do alkena in fosfin oksida. Ob tem je 
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stereoizomerija nastalega alkena določena že ob nastanku OPA intermediata, saj se ta lahko 
nahaja v cis- in trans-selektivnem prehodnem stanju. Dejavniki, ki vplivajo na nastanek 
prehodnega stanja cikloadicije, so precej dobro raziskani, medtem ko so podrobnosti 
mehanizma razklenitve obroča še vedno nejasne (35, 37). 
 
Slika 26: Mehanizem ireverzibilne [2+2] cikloadicije. Povzeto po (35). 
Vrsta uporabljenega ilida je eden izmed dejavnikov, ki vpliva na selektivnost nastalega 
produkta. Semistabilni ilidi, kot je benzilidentrifenilfosforan, običajno ne izkazujejo 
preferenčne selektivnosti do enega od stereoizomerov in tako dobimo enako razmerje cis in 
trans produkta. Na razmerje vplivajo tudi reakcijski pogoji in substituenti, prisotni na obroču 
benzaldehida. Ugotovili so, da cis izomer v večji meri nastaja pri nižjih temperaturah, pri 
1,2-disubstituiranih benzaldehidih in ob prisotnosti elektronprivlačnih substituentov 
benzaldehida (35, 37). Pri naših reakcijah je v večji meri nastal trans izomer, kar ni 
nepričakovano, saj smo reakcije izvajali pri sobni temperaturi z 1,4-disubstituiranim aldehidom. 
Prisotnost obeh izomerov smo zaznali z NMR, a uspešno smo izolirali le trans obliko. Oba 
izomera sta namreč imela zelo podobna Rf, kar je oteževalo separacijo s kolonsko 
kromatografijo.  
5.1.3 Redukcija dvojne vezi 
Zmes cis in trans izomerov smo reducirali s katalitskim hidrogeniranjem. Reakcijsko mešanico 
smo prepihovali z vodikom in kot katalizator uporabili Pd/C, ki je z znižanjem aktivacijske 
energije omogočil razcep H-H vezi. Prav tako je zagotovil veliko specifično površino, na katero 
se je lahko vezal aktiviran vodik. Ob hkratni vezavi alkena na površino katalizatorja sta se 
vodikova atoma prenesla na ogljika ob dvojni vezi in nastali alkan se je sprostil s površja 
katalizatorja (39). 
5.1.4 Alkilacija piperidinskega dušika 
Z acidolizo smo najprej odstranili Boc zaščitno skupino. Nastalo sol piperidinskega derivata 
smo z dodatkom baze (K2CO3, Cs2CO3) pretvorili v neprotonirano obliko in tako povečali 
nukleofilnost dušikovega atoma. Alkilacija je potekla po SN2 mehanizmu, pri katerem je 
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nukleofilni sekundarni amin napadel elektrofilni ogljik propargil bromida. Pri reakciji je nastal 
terciarni amin, kot stranski produkt pa HBr, ki se je nevtraliziral s presežno bazo. Reakcijo 
N-alkiliranja je spodbujala prisotnost CsCO3 (boljša topnost v organskih topilih), s tem nastali 
terciarni amin je zaradi induktivnega učinka dodatne alkilne verige še močnejši nukleofil. Torej 
je možno, da je ponovna N-alkilacija prispevala k slabšim izkoristkom reakcije (38, 39, 40). 
Prav tako smo opazili, da smo s krajšimi reakcijskimi časi pri sintezi posameznih spojin dosegli 
boljše izkoristke, kar nakazuje na hitri potek N-alkilacije sekundarnega amina. Z daljšanjem 
reakcijskega časa smo verjetno omogočili le nastanek večjega števila stranskih produktov. 
5.1.5 Demetiliranje metoksi skupine 
Derivatom s prisotno metoksi skupino smo s pomočjo reagenta BBr3 razcepili etrsko vez. Na 
Sliki 27 je prikazan predlagan bimolekularni mehanizem reakcije, pri kateri eden izmed 
bromidnih atomov BBr3-eter adukta nukleofilno napade metoksi skupino drugega adukta (A). 
Reakcija je analogna SN2 mehanizmu, pri katerem preko nastalih nabitih intermediatov cepi 
etrska vez. Ta mehanizem najverjetneje ne zajema vseh nastalih intermediatov, saj lahko BBr3 
kot močna Lewisova kislina odcepi bromidni atom iz sosednjega adukta in tvori se BBr4
–. Zato 
so bili predlagani tudi drugi kompleksni mehanizmi, ki potekajo v več ciklih (42).  
 
Slika 27: Bimolekularni mehanizem cepitve etrske vezi metoksi skupine. Povzeto po (42). 
K nizkim izkoristkom reakcije je verjetno prispeval razpad naših spojin, povzročen z BBr3 kot 
močnim nukleofilom, pri čemer so nastali adukti med razpadnimi produkti in drugimi derivati. 
Na to možnost nakazujejo rezultati masne spektrometrije, ki so pokazali prisotnost fragmentov 
z večjo maso kot jo ima spojina, ki smo jo želeli sintetizirati. Njihova masa ustreza vezavi 
dodatnega benzilnega fragmenta, ki bi lahko izviral iz razpadle spojine, in je večja od običajno 
nastalih aduktov med sintetizirano spojino z ioni ali topilom. 
5.1.6 Sinteza karbamata 
Karbamate smo pripravili z reakcijo med derivati s hidroksilno funkcionalno skupino in fenil 
izocianatom ali N-etil-N-metilkarbamoil kloridom. V prvem primeru je mehanizem reakcije 
adicija alkohola na izocianat ob prisotnosti DMAP kot katalizatorja in Et3N kot baze, ki olajšata 
tvorbo karbamata (43). V drugem primeru je bila za uspešen potek reakcije nujna prisotnost 
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piridina kot katalizatorja, ki z aktivacijo karbamoil klorida omogoči nukleofilni napad derivata 
s hidroksilno skupino (44). 
5.2 Komentar biokemijskega testiranja 
5.2.1 Zaviralno delovanje spojin na holin esteraze 
Aktivnost ChE smo posredno določili z merjenjem absorbance produkta, ki je v razmerju 1 : 1 
nastal v kemijski reakciji med produktom encimske reakcije in DTNB (Ellmanovim reagentom) 
(31). Kot substrat za encim smo uporabili analog naravnega substrata, in sicer acetiltioholin za 
AChE in butiriltioholin za BChE. Pri obeh encimskih reakcijah je kot produkt hidrolize nastal 
tioholin, katerega tiolna skupina je hitro reagirala z Ellmanovim reagentom. Tako je nastal 
rumeno obarvan 5-tio-2-nitrobenzoatni anion, ki smo ga spektrofotometrično določali pri 412 
nm. Na Sliki 28 je shematski prikaz reakcije. Močnejše kot je bilo zaviralno delovanje izbrane 
spojine, manj je nastalo produkta, izmerili smo nižjo absorbanco in nižja je bila izračunana 
vrednost RA (25, 31).  
 
Slika 28: Shematski prikaz biokemijskega testiranja ChE. Povzeto po (31). 
Izmed sintetiziranih končnih spojin nobena ni delovala zaviralno na AChE, saj je bila pri vseh 
izračunana vrednost RA višja od 50 %. Takšni rezultati niso nepričakovani, saj večina spojin 
nima prisotne karbamatne funkcionalne skupine, ki je najverjetneje nujna za tvorbo kovalentne 
vezi s serinskim aminokislinskim ostankom v katalitični triadi encima. (30) Na šibkejše 
zaviralno delovanje spojin na AChE v primerjavi z BChE je vplival tudi volumen aktivnega 
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mesta. Ta je pri AChE za približno 200 Å3 manjši kot pri BChE, saj ga omejuje večje število 
aromatskih aminokislinskih ostankov in je tako sterično bolj ovirano ter težje dostopno za 
ligande (23). 
Na BChE so od vseh sintetiziranih končnih spojin zaviralno delovali le trije derivati, ki so 
vsebovali karbamatno funkcionalno skupino. Vse tri spojine so delovale v mikromolarnem 
območju, pri čemer je jakost zaviralnega delovanja upadla v zaporedju 29 > 27 > 28. Pri 
preučevanju vpliva strukturnih modifikacij na zaviralno delovanje smo opazili močnejše 
delovanje bolj razvejanih spojin z 1,3-disubstitucijo. Od dveh različnih tipov karbamatnih 
substituentov fenilnega obroča je močnejše delovanje imel etil(metil)karbamatni analog. 
Ugotovitve smo povzeli na Sliki 29. 
 
Slika 29: Vpliv strukturnih modifikacij na zaviralno delovanje BChE. 
Spojinam z dokazanim zaviralnim delovanjem na BChE smo ovrednotili vpliv časa 
predinkubacije z encimom na jakost zaviralnega delovanja. Posamezne grafe, ki prikazujejo 
odvisnosti vrednosti RA od logaritma koncentracije izbrane spojine pri določenem 
predinkubacijskem času, smo združili na skupen graf za posamezno spojino. Pri spojinah 27 in 










Pri spojini 29 smo opazili močnejše zaviralno delovanje ob daljših predinkubacijskih časih 
(Slika 31). Takšen premik vrednosti IC50 nakazuje na časovno odvisno zaviranje BChE. 
Časovno odvisni zaviralci se počasi vežejo z encimom, torej daljši predinkubacijski časi 
omogočajo vzpostavitev ravnotežja vezave encim-zaviralec in posledično zaznamo močnejše 
zaviralno delovanje po dodatku substrata (45). 
 
Slika 31: Odvisnost RA od logaritma koncentracije pri različnih predinkubacijskih časih za spojino 29. 
Časovno odvisni zaviralci z encimom pogosto tvorijo kovalentno vez in s tem prekinejo 
njegovo delovanje. Tudi pri spojini 29 gre najverjetneje za kovalentni mehanizem delovanja, 
saj je spojina strukturno podobna znanemu psevdoreverzibilnemu zaviralcu rivastigminu. Pri 
obeh spojinah je prisotna karbamatna funkcionalna skupina, za katero so v študijah kristalnih 
struktur rivastigmina z encimom dokazali nastanek kovalentne vezi med karbonilnim ogljikom 
karbamatne skupine in serinskim aminokislinskim ostankom v aktivnem mestu (13). Daljši 
predinkubacijski časi torej omogočajo spojini 29 vezavo v aktivno mesto, kjer se najverjetneje 
tvori kovalentna vez. Možen mehanizem je prikazan na Sliki 32, po nukleofilnem napadu 
hidroksilne skupine serinskega aminokislinskega ostanka nastane intermediat, ob razpadu 
katerega nastane karbamat na hidroksilni skupini Ser198 (21, 45). Karbonilna skupina nastalega 
karbamata je zaradi elektrondonorskega efekta substituiranega dušikovega atoma manj 
elektrofilna in s tem manj dovzetna za hidrolizo. Posledično je nastala vez bolj stabilna in encim 
dalj časa ostane v neaktivni obliki (47). 
 
Slika 32: Predlagan mehanizem delovanja spojine 29 na BChE. Povzeto po (21, 45, 46). 
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5.2.2 Zaviralno delovanje spojin na monoamin oksidaze 
Aktivnost MAO smo določili posredno z merjenjem fluorescence produkta, ki je nastal pri 
zaporedni sklopitvi MAO in HPR encimske reakcije. Kot substrat za encim MAO smo uporabili 
p-tiramin in ob njegovi katalitični pretvorbi z MAO-A ali MAO-B se kot stranska produkta 
tvorita NH3 in H2O2. Prisotnost nastalega H2O2 smo določili z uporabo nefluorescentnega, 
stabilnega in visoko občutljivega barvila Amplex Red. Ta reagent ob prisotnosti H2O2 in encima 
HPR oksidira v razmerju 1 : 1 do fluorescentnega produkta resorufina. Intenziteto fluorescence 
smo spremljali spektrofotometrično pri valovni dolžini emisijskega maksimuma 590 nm. Na 
Sliki 33 je shematski prikaz reakcije. Močnejše zaviralno delovanje kot je imela izbrana spojina, 
manj H2O2 se je tvorilo, nižjo fluorescenco smo izmerili in nižja je bila izračunana 
vrednost RA (25, 47). 
 
Slika 33: Shematski prikaz biokemijskega testiranja MAO. Povzeto po (49). 
Iz rezultatov v Preglednici IV je razvidno, da sintetizirane končne spojine močneje zavirajo 
MAO-B kot MAO-A. Pri testiranju zaviralnega delovanja na MAO-B ima namreč vseh enajst 
spojin vrednost RA nižjo od 50 %, pri testiranju na MAO-A pa le dve spojini (23 in 24). Poleg 
tega spojini 23 in 24 zaviralno delujeta na MAO-A v mikromolarnem območju, na MAO-B pa 
kar pet od enajstih spojin zaviralno deluje v nanomolarnem območju. Jakost zaviralnega 
delovanja na MAO-B upada v zaporedju 19 > 20 > 21 > 28 > 22 za spojine v nanomolarnem 
območju delovanja in 29 > 26 > 24 > 23 ≫ 27 ≫ 25 za spojine v mikromolarnem območju 
delovanja.  
Z namenom preučevanja vpliva strukture na zaviralno delovanje na MAO-B smo sintetizirali 
analoge s tremi strukturnimi modifikacijami. Osredotočili smo se na pomen distančnika 
(trans-vinil ali etil), mesto substitucije na fenilnem obroču (1,3-disubstitucija ali 
1,4-disubstitucija) in vpliv različnih substituentov na fenilnem obroču. Ugotovitve smo povzeli 
na Sliki 34.  
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• S primerjavo parov spojin, ki se med seboj razlikujejo le v distančniku, nismo opazili 
signifikantnih razlik v zaviralnem delovanju. Pari spojin 20 (trans-vinil) in 21 (etil) ter 
23 (trans-vinil) in 24 (etil) imajo znotraj para zelo podobno jakost zaviralnega 
delovanja. Z redukcijo dvojne vezi se torej ohrani selektivnost na MAO-B in jakost 
zaviralnega delovanja.  
• S primerjavo parov spojin, ki se med seboj razlikujejo le v mestu substitucije fenilnega 
obroča, smo opazili vsaj 2,5-krat močnejše delovanje spojin z 1,4-disubstitucijo kot 
1,3-disubstitucijo. 
• Ob predpostavki, da imajo spojine s trans-vinilnim distančnikom podobno aktivnost kot 
spojine z etilnim distančnikom, jakost zaviralnega delovanja upada v zaporedju 19 > 20 
≅ 21 > 28 > 26 > 24 ≅ 23 za spojine z 1,4-disubstitucijo in 22 >29 > 27 > 25 za spojine 
z 1,3-disubstitucijo. Zaporedje zaviralne aktivnosti derivatov posameznih substituentov 
je torej neodvisno od mesta substitucije. Najmočnejše zaviralno delovanje smo opazili 
pri trifluorometoksi analogu, sledili so metoksi analogi, derivati etil(metil)karbamata in 
fenilkarbamata ter z najšibkejšim delovanjem hidroksilni analogi. Na jakost zaviralnega 
delovanja torej vplivata hidrofobnost in velikost substituenta. V splošnem imajo 
močnejše zaviralno delovanje večji hidrofobni substituenti, vendar lahko prevelik 
substituent vpliva na zmanjšanje delovanja.  
 
Slika 34: Vpliv strukturnih modifikacij na zaviralno delovanje MAO-B. 
Najmočnejše zaviralno delovanje ima spojina 19 s trans-vinilnim distančnikom, 
1,4-disubstitucijo in trifluorometoksi skupino. Fluoridni atom je rahlo večji od vodika in 
hidroksilne skupine, a hkrati dovolj podobne velikosti, da zamenjava ne deluje kot sterična 
ovira pri vezavi v aktivno mesto encima. Trifluorometoksi skupina je kemično bolj stabilna in 
z njeno uvedbo na aromatski obroč dosežemo tudi njegovo deaktivacijo. Spojine s 
trifluorometoksi skupino so tako manj podvržene in vivo oksidativnemu metabolizmu, s čimer 
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se podaljša njihov biološki razpolovni čas (50). Pri derivatu z bolj hidrofobno in večjo 
trifluorometoksi skupino smo opazili močnejše zaviralno delovanje kot pri metoksi analogu, 
najšibkejše delovanje pa je imel derivat s hidroksilno skupino. Hidroksilna skupina je izmed 
vseh najbolj hidrofilna in polarna, kar omejuje njeno vezavo v močno hidrofobno aktivno mesto 
encima in posledično ima najšibkejše zaviralno delovanje (25). 
Karbamatni derivati imajo napram drugim analogom zelo veliko stransko verigo na fenilnem 
obroču, velikost katere ne povečuje zaviralnega delovanja spojin, ampak deluje kot sterična 
ovira. Aktivno mesto MAO-B je sicer volumsko precej veliko, a je podolgovato oblikovano in 
v najožjem delu omejeno z Ile199 in Tyr326 (24). Velika stranska veriga spojin 26, 27, 28 in 
29 tako sterično omejuje vezavo v aktivno mesto. Večja stranska veriga fenilkarbamatega 
derivata predstavlja večjo sterično oviro in ti derivati imajo šibkejše zaviralno delovanje kot 
manjši etil(metil)karbamatni derivati. Oblika aktivnega mesta MAO-B pojasnjuje tudi 
močnejšo zaviralno delovanje bolj linearnih 1,4-disubstituiranih spojin. Njihova vezava je 
namreč ugodnejša kot vezava bolj razvejanih 1,3-disubstituiranih spojin (25). To je še posebej 
razvidno pri primerjavi spojin 28 in 29. Pri obeh je prisotna stranska veriga 
etil(metil)karbamata, a spojina 28 je manj razvejana zaradi 1,4-disubstitucije in deluje v 
nanomolarnem območju. Zaviralno delovanje 29 je v mikromolarnem območju, saj zaradi bolj 
razvejane 1,3-disubstitucije težje doseže aktivno mesto encima.  
Kot je omenjeno v uvodu, ima MAO-A veliko širši vhod do aktivnega mesta kot MAO-B. Večji 
ligandi torej težje dosežejo aktivno mesto MAO-B. Vendar  to dejstvo ne pojasnjuje 
selektivnosti delovanja sintetiziranih končnih spojin le na MAO-B. Pri razumevanju tega 
pojava smo si pomagali s študijo molekulskega sidranja, narejeno na sorodnem analogu s 
fluoridnim substituentom, spojini A ((E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-fluoro)stiril)piperidin), 
prikazani na Sliki 34. Za spojino A so namreč ugotovili, da ima najnižjo vezavno energijo v 
aktivnem mestu MAO-A, kadar je 4-fluorofenilna skupina obrnjena v smeri kofaktorja FAD. 
V tej legi spojina A ne more tvoriti kovalentne vezi s kofaktorjem FAD in ima posledično 
šibkejše zaviralno delovanje na MAO-A. Pri molekulskem sidranju spojine A z MAO-B je le-ta 
v pravilni orientaciji za potencialno tvorbo kovalentne vezi. Propargilna skupina je usmerjena 
proti kofaktorju FAD, kar skupaj z nizko energijsko bariero za doseg aktivnega mesta in nizko 
vezavno energijo napoveduje močnejše zaviralno delovanje na MAO-B (25). 
Znano je, da propargilna skupina kovalentno reagira z N5 atomom kofaktorja FAD, pri čemer 
nastane stabilen adukt (14). Predvidevamo lahko, da tudi sintetizirane končne spojine tvorijo 
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takšno vez z encimom MAO-B, saj je pri vseh prisotna propargilna skupina (22, 50). 
Predpostavljena kovalentna vez med končnimi spojinami in kofaktorjem FAD je prikazana na 
Sliki 35.  
 
Slika 35: Predpostavljena kovalentna vez med sintetiziranimi spojinami in kofaktorjem FAD. Povzeto po (22). 
Njen nastanek so na sorodnih spojinah dokazali Knez in sodelavci pri proučevanju zaviralnega 
delovanja 1-propargil-4-stirilpiperidinskih analogov na MAO (25). Ireverzibilni tip vezave so 
potrdili z dilucijskim testom, s kinetičnimi študijami spremembe absorpcijskega spektra encima 
pa so potrdili nastanek kovalentnega adukta. S študijami kristalnih struktur MAO-B z izbranimi 
zaviralcem so pokazali, da se ti zaviralci res vežejo v aktivno mesto encima. Prav tako so bili 
vsi zaviralci vezani na podoben način, substituiran fenilni obroč je bil usmerjen stran od 
kofaktorja FAD, propargilna skupina pa je tvorila kovalentno vez s N5 atomom FAD. Na Sliki 







Slika 36: Kristalna struktura aktivnega mesta hMAO-B v kompleksu s spojino A. Aktivno mesto encima je prikazano s sivo 
barvo, z modro pa so prikazani aminokislinski ostanki, ki ga obdajajo. Kofaktor FAD je prikazan z rumeno barvo, z vijolično 
pa spojina A, pri čemer je dušikov atom označen s temno modro in fluoridni atom s črno. Na desni strani slike je prikazana 
strukturna formula spojine A. Povzeto po (25). 
5.2.3 Vrednotenje rezultatov  
Z uspešno sintezo derivatov 4-fenetil-1-(prop-2-in-1-il)piperidina kot zaviralcev z dvojnim 
delovanjem na ChE in MAO smo dosegli namen našega dela in potrdili postavljene hipoteze. 
Uspeli smo sintetizirati več kot pet spojin z različno substitucijo na fenilnem obroču, saj smo 
pripravili kar enajst končnih spojin, ki so se med seboj razlikovale v mestu substitucije 
50 
 
(1,3-disubstitucija ali 1,4-disubstitucija) ali vezanem substituentu (hidroksilna, metoksi, 
trifluorometoksi skupina, etil(metil)karbamat in fenilkarbamat). Potrdili smo tudi hipotezo o 
zaviralnem delovanju sintetiziranih spojin na encima MAO, saj so vse končne spojine zavirale 
MAO-B in nekatere izmed njih tudi MAO-A. S tem smo prikazali pomen propargilaminske 
skupine, ki je bila prisotna pri vseh končnih spojinah in je najverjetneje osnova zaviralnega 
delovanja. Potrdili smo tudi hipotezo o pomenu karbamatne skupine za zaviralno delovanje na 
ChE. Končne spojine so zavirale BChE, na AChE pa zaradi razlike v velikosti aktivnih mest 
niso imele vpliva.  
Potrdili smo tudi hipotezo o pripravi spojin z dvojnim zaviralnim delovanjem. Končne spojine 
27, 28 in 29 so derivati s karbamatno funkcionalno skupino, ki so v mikromolarnem območju 
zavirali BChE in v nano- do mikromolarnem območju MAO-B. Višje koncentracije, potrebne 
za dosego BChE zaviralnega učinka, so najverjetneje bile posledica prisotne propargilaminske 
skupine. Spojine s propargilaminsko skupino imajo namreč šibkejše zaviralno delovanje na 
ChE kot analogi brez nje (14, 30). Od sintetiziranih spojin ima največji potencial spojina 29, 
saj njeno časovno odvisno zaviranje BChE nakazuje na ireverzibilni mehanizem delovanja. 
Hkrati najverjetneje tudi ireverzibilno zavira MAO-B, saj je sorodna spojinam z dokazanim 
ireverzibilnim mehanizmom delovanja (52). 
S pomočjo vrednosti IC50 smo ovrednotili odnos med strukturo in delovanjem spojine, vendar 
te vrednosti niso najbolj primerne za študije zaviralnega delovanja ireverzibilnih zaviralcev, saj 
je ireverzibilna vezava poleg koncentracije pogojena tudi s predinkubacijskim časom. Če 
vrednost IC50 določamo s sočasnim dodatkom zaviralca in substrata k encimu, dobimo kinetični 
parameter za reverzibilno vezavo. Pri inkubiranju zaviralca z encimom pred dodatkom substrata 
pa dobimo vrednost IC50, ki je kombinacija reverzibilno in kovalentno zaviranega encima. 
Kljub temu pa vrednosti IC50 omogočajo enostavno primerjavo zaviralnega delovanja znotraj 
posamezne serije spojin (25, 51).  
Za nadgradnjo naših rezultatov bi ireverzibilen mehanizem lahko potrdili z dializo kompleksa 
encim-zaviralec do vzpostavitve novega ravnotežja. V primeru reverzibilnih zaviralcev bi tako 
opazili povrnitev aktivnosti encima, medtem ko bi ireverzibilno vezani zaviralci ohranili 
zaviralno delovanje. Med kovalentnim in nekovalentnim načinom vezave bi lahko razlikovali 
z denaturacijo encima, pri čemer bi se nekovalentno vezan zaviralec sprostil iz kompleksa 
encim-zaviralec. Ob nastali kovalentni vezi pa bi zaviralec ostal vezan na encim tudi po 




Z več patofiziološkimi mehanizmi pogojen nastanek AB nakazuje na smiselnost načrtovanja 
MTDL, s katerimi bi poenostavili terapevtske sheme in izboljšali klinične izide. Na podlagi že 
znanih zaviralcev smo načrtovali in sintetizirali nove zaviralce z dvojnim delovanjem na ChE 
in MAO ter ovrednotili vpliv strukturnih modifikacij na njihovo delovanje. 
Le dve od končnih spojin sta delovali zaviralno na MAO-A (23 in 24), vseh enajst pa je zaviralo 
MAO-B. Najmočnejše delovanje na MAO-B je imela spojina 19 (IC50 = 29,4 nM), s 
trans-vinilnim distančnikom, 1,4-disubstitucijo in trifluorometoksi skupino. V splošnem so 
močnejše delovanje imele spojine z 1,4-disubstitucijo in večjimi hidrofobnimi substituenti, z 
izjemo voluminoznih karbamatov, ki so sterično omejevali vezavo v aktivno mesto. Redukcija 
dvojne vezi distančnika ni vplivala na jakost delovanja. Pri vseh spojinah je bila prisotna 
propargilaminska skupina, ki najverjetneje tvori kovalentno vez s N5 atomom kofaktorja FAD. 
Za zaviranje ChE je bila nujna prisotnost karbamatne skupine, saj so zaviralno delovanje na 
BChE izkazale le spojine 27, 28 in 29. Nobena izmed končnih spojin ni zavirala AChE. 
Najmočnejše delovanje na BChE je imela spojina 29 (IC50 = 4,3 µM), opazili smo tudi močnejše 
delovanje 1,3-disubstituiranih spojin in etil(metil)karbamatnih derivatov. Časovno odvisno 
zaviranje BChE spojine 29 nakazuje na možnost ireverzibilnega mehanizma delovanja z 
nastankom karbamata na serinskem aminokislinskem ostanku katalitične triade encima.  
Uspeli smo sintetizirati tri zaviralce z dvojnim delovanjem (27, 28 in 29), izmed katerih je 
spojina 29 (IC50 (hBChE) = 4,3 µM, IC50 (hMAO-B)= 8,5 µM) najbolj obetavna za nadaljnjo 
optimizacijo. Kot možni ireverzibilni zaviralec BChE bi pri terapiji AB lahko okrepil 
holinergični prenos in blažil kognitivni upad. S potencialnim ireverzibilnim delovanjem 
MAO-B pa bi lahko zmanjšala tvorbo toksičnih presnovkov, deloval antioksidativno in 
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